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Uber die Umwandlung von Arginin in Citrullin. 
Von 


K. Dirr und H. Spiith. 



























- (Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der II. med. Klinik der Universitat Miinchen.) 

(Der Schriftleitung zugegangen am 15. September 1935.) 
| Von Koga und Odake!) wurde das Citrullin in der Wasser- } 
19 FB melone zuerst entdeckt und von Wada?) als d-Carbaminyl-Orni- | 

| thin erkannt. Letzterer*) fand Citrullin auch aus den tryptischen / 
oe Verdauungsprodukten von Casein und schlieBt daraus, daB es als | 
at EiweiBbaustein angesprochen werden mus. Auch Klein und | 
Taubéck*) kommen in ihren Arbeiten zu der gleichen Schlub- i 
73 He) folgerung. Ackermann’) lieB auf Arginin Saprophyten einwirken ii 
und konnte danach Citrullin isolieren. Das diesen biologischen I 
78 Umwandlungsproze8 bewirkende Ferment wurde als Arginin- , 
I desimidase®) bezeichnet. Horn‘) konnte durch Einwirkung von | 
Bacillus pyocyaneus dasselbe erreichen. f 
Der chemische Abbau gelang Dirr und Lang’) bei ihren | 
‘n Methylierungsversuchen von Arginin und der nachfolgenden Spal- 
‘ tung des Argininbetains mit Barytlauge, wobei sie neben Ammoniak 
Citrullinbetain gewannen. Am SchluB des allgemeinen Teils weisen 
ns sie darauf hin, daB das Studium der Reaktionsweisen des Arginins 
; auch allmaéhlich den Mechanismus der Arginasewirkung aufkliren 
n dirfte. Schon Bergmann und Késter®) diskutierten bei der 
n Beschreibung ihres Triacetylanhydroarginins diese Frage. In beiden i 
4 Fallen ist die schiitzende Wirkung der Carboxylgruppe gegeniiber | 
: der Guanidingruppe aufgehoben, im ersteren durch Betainisierung, i) 


im letzteren durch Anhydrisierung. Die Guanidingruppe des 
: Arginins ist bekanntlich iiberaus bestiindig gegenitiber Siuren, 
1 was wahrscheinlich durch salz- oder esterartige Bindung zwischen it 
dieser und der Carboxylgruppe bedingt ist. DaB eine solche enge | 
Bindung innerhalb des Molekiils vorhanden ist, haben schon I) 
Felix, Miller und Dirr™) aus der Alkaliunléslichkeit des Ii 
é-Monobenzoylarginins geschlossen und weisen gleichzeitig darauf | 
hin, daB sich die Titrationsergebnisse von Felix und Miller?) 
nur aus der festen Bindung der Carboxyl- mit der Guanidin- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXX XVII. 9 i 
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122 K. Dirr und H. Spith, 


gruppe erklaren lassen. Dieses Ergebnis driickt Devoto') sehr 


gut aus, wenn er bei seinen Messungen der Dielektrizitatskon- | 
stante beim Arginin schreibt: ,,Der erhaltene Wert des Dielek- | 
trizititskoeffizienten gestattet ohne weiteres, dem Arginin in | 


waBriger Lésung die d-polare Form zuzuschreiben 
NH,—C—NH,*— (CH,),CH—(NH,)—COO7 “. 


NH 


Die SchluBfolgerungen hinsichtlich der Arginase lassen sich 
sinngemi8B auf die Wirkungsweise der Arginindesimidase iiber- 
tragen. 

Die erschépfende Methylierung von Arginin liefert Arginin- 
betain, wobei die Wirkung der Carboxylgruppe beseitigt ist. Bei 
der nachfolgenden Hydrolyse mit Barytlauge entsteht Citrullin- 
betain. Diese Reaktion zeigt deutlich, daB auch hier die Carb- 
oxylgruppe reaktionsunfaihig gemacht werden muBte, um den 
Weg fiir einen Angriff auf die Guanidingruppe zu ebnen. Die 
auBerordentlich schwere Sprengungsméglichkeit der Betainbildung 
zieht gleichzeitig eine so weitgehende Verinderung des Molekiils 
nach sich, daB auch hier eine griSere Ubersicht iiber die Reak- 
tion verdeckt wurde. 

Wir blockierten nun die Carboxylgruppe durch Amidierung. 
Aus dem Argininamid konnten wir jedoch durch hydrolytische 
Spaltung kein Citrullinderivat bekommen. Wir belasteten nun das 
Molekiil systematisch, da Reaktionen, die am einfachen Molekiil 
nicht gelingen, oft mit groBer Leichtigkeit an den Derivaten des- 
selben stattfinden. Aber auch hydrolytische Spaltungsversuche 
des «-Monobenzoylamids lieferten wiederum keine greifbare Menge 
von Citrullin. 

Zur weiteren Belastung des Molekiils synthetisierten wir 
hierauf das Dibenzoylarginin-Benzoylamid. Lést man nun dieses 
in konzentrierter Salzsfure und laBt diese Lésung einige Zeit 
stehen, so geht ein Teil des Ausgangsproduktes in Dibenzoy]- 
citrullinbenzoylamid iiber. Freilich ist die Ausbeute noch selr 
gering, héchstens etwa 10°/,. In der Hauptsache wird das Aus- 
gangsmaterial wieder unverindert zuriickgewonnen, ein Beweis, 
wie stabil das benzoylierte Siureamid an der Amidgruppe ist. 

Vergleicht man an den Modellen die Ornithin- und Citrullin- 
spaltung des Arginins, so ergibt sich fiir die beiden Reaktionen 
gemeinsam, daB der Angriff an zwei Stellen erfolgt, nimlich an 
der Carboxylgruppe und an der Guanidingruppe. Dadurch findet 














| die 

frei 
dies 
Edl 
wiles 
glei 


| Fal 


der 


| der 


und 
(Ars 


mit 
/ wur 
mit 
Har 
| kon 
stan 
hab. 


| Zum 


dure 
mit 
F und 
mit 
- tier 
| kon 
' gew 
ben: 
tiscl 


als 
sein 
' Da 
- wer 
erhi 
tiell 
» halt 
> wur 
a eln 


q long 














Uber die Umwandlung von Arginin in Citrullin. 128 


die Tatsache, daB Carboxyl und Guanidin fiir die Arginasespaltung 
-| frei sein miissen, zwanglos ihre Erklirung. Die Notwendigkeit 
dieser Voraussetzung fiir die Spaltung durch Arginase haben 


Edlbacher und Bonem!?*) und Felix, Miller und Dirr?®) be- 
wiesen. Wir diirfen erwarten, da8 fiir die Arginindesimidase das 
gleiche gilt, Es erscheint also sehr wahrscheinlich, daB in beiden 
Fallen eine Blockierung der Carboxylgruppe und eine Belastung 


der Guanidingruppe notwendig ist. Nach der verschiedenen Art 
' der Blockierung und Belastung entsteht das eine Mal Ornithin 


und Harnstoff (Arginase), das andere Mal Citrullin und Ammoniak 
(Arginindesimidase). 
Das Dibenzoylcitrullinbenzoylamid lieferte bei der Hydrolyse 


mit Salzsiure Benzoesiiure, Ornithin und Ammoniak. Auch Prolin 


wurde, allerdings in geringen Mengen, isoliert, ein Befund, der sich 


mit dem von Wada deckt. Um so auffallender ist, daB kein 


Harnstoff und besonders kein freies Citrullin gefunden werden 
konnten, nachdem Dirr und Lang die auSerordentliche Wider- 


- standsfahigkeit von Citrullinbetain gegeniiber Salzsiure festgestellt 


haben. Doch mag auch die geringe Menge des Ausgangsmaterials 


| zum Teil schuld daran sein. 


Der Beweis fiir die Konstitution des Citrullinkérpers wurde 


durch die Synthese erbracht. Zu diesem Zweck wurde Arginin 


mit Barytlauge in Harnstoff und Ornithin zerlegt, dieses benzoyliert 
und aus der dabei gewonnenen Ornithursaure die d-Benzoylgruppe 
mit Barytlauge abgespalten, so daB a-Monobenzoylornithin resul- 


 tierte. Dieses wurde mit Urethan zu a-Monobenzoylcitrullin 
| kondensiert und mit Diazomethan verestert. Aus dem daraus 
' gewonnenen Siureamid erhielten wir dann das Dibenzoylcitrullin- 
_ benzoylamid, das dieselben Kigenschaften zeigte, wie das analy- 


tisch dargestellte. 

Bei der Darstellung des Argininamids entstand manchmal 
als Nebenprodukt in geringer Ausbeute ein Kérper, der nach 
seinen Kigenschaften das Diketopiperazin des Arginins war. 
Da bekanntlich Diketopiperazine zu Dipeptiden aufgespalten 
werden kénnen, hat dieser Kérper gerade fiir die Protaminforschung 
erhéhte Bedeutung. Haben doch Dirr und Felix") bei der par- 
tiellen Hydrolyse das Arginylarginin als Pikrat krystallisiert er- 


_halten, was spiter durch Felix, Inouye und Dirr”) bestitigt 
wurde. Felix, Hirohata und Dirr”*) isolierten weiterhin auch 
- ein Tetrapeptid aus 4 Argininmolekiilen als krystallisiertes Pikro- 
' lonat, was die Bedeutung einer Arginylargininsynthese noch 
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124 K. Dirr und H. Spath, 


weiter hervorhebt. Es ist schon oft versucht worden, andere 
Argininpeptide in e@-Stellung durch Synthese zu erhalten. Erst 
Bergmann und Késter*"), sowie Bergmann, Zervas und 
Rinke!’) ist diese Synthese gegliickt; aber auch ihnen gelang 
bis heute die Darstellung von Arginylarginin nicht. In dem ge. 
fundenen Diketopiperazin liegt also ein Produkt vor, das diese 
Synthese niher riickt. 


Versuchsteil. 


Salzsaures Argininamid. Salzsaures Arginin wurde nach Gatter-. 
mann-Wieland"™) dargestellt. Salzsaurer Argininmethylester wird in 
Methylalkohol gelést und Ammoniak ohne Kihlung bis zur Sittigung ein. 
geleitet. Nach etwa 1 tigigem Stehen wird mit Ather gefallt und das aus- 
gefallene, meist sirupése Produkt nach Dekantieren der Mutterlauge noch- 
mals in wenig Methylalkohol in der Kilte gelést und wieder mit Ather 
gefillt. Fiir die Weiterverarbeitung geniigt diese Reinigung. Ausbeute 
quantitativ. Aus Wasser-Alkohol-Ather umkrystallisiert, im Vakuum bei 
80° iiber P,O,; getrocknet. 

Dabei verloren 0,1825 g Subst. 0,0127 g an Gewicht = 6,97°/,, berechnet 
1 Krystallwasser 6,83 °/). 

Da der krystallwasserfreie Kérper stark hygroskopisch ist, wurde zur 
Analyse ein bei gewoéhnlicher Temperatur im Chlorcalciumexsiccator ge- 
trocknetes Priiparat verwendet. 


0,09044 g Subst.: 17,05 cem 0,1 n-HCl (Kjeldahl).— 0,18088 g Subst.: 
0,1940 g AgCl. — 0,09044 g Subst.: 4,63 cem N (20°, 715 mm). — 4,257 mg 
Subst.: 4,270 mg CO,, 2,810 mg H,0. 

Fiir Argininamid 2HCl - 1H,O: C,H,.N;O,Cl, (Mol.-Gew. 264,11) 
Ber. C 27,26 H 7,25 N 26,52 Cl 26,85 N/NH, 20,00 
Gef. ,, 27,35 ,, 7,89 , 26,39 , 26,58  ,, 20,65. 


: 900 2,37 » _< 
Drehung: [e], =- 91-2 


Das krystallwasserhaltige Amid sintert bei 110° zu einer triiben 
Schmelze zusammen, zersetzt sich bei 155° unter Gasentwicklung ohne 
Verfirbung. Bei 270° tritt nochmals Gasentwicklung unter Braunfirbung 
ein. Sehr schéne Nadeln, an der Luft leicht zerflieBlich, leicht in Wasser 
und Alkohol, nicht in Ather léslich. Biuretreaktion stark positiv. Bei 
Pa 7 wird das Argininamid von Arginase nicht angegriffen. Das Pikrat — 
wahrscheinlich Dipikrat — sintert bei 200° und zersetzt sich bei 220° 
unter Schwarzfirbung. Gut krystallisiert, in Wasser sehr schwer, in 
heiBem Alkohol leicht léslich. 


Salzsaures «-Monobenzoylargininamid. a-Monobenzoylarginin wird, 
wie iiblich, mit Methylalkohol verestert, nach mehrstiindigem Stehen mit 
Ather cef allt, dekantiert und nochmals verestert. Nach Fallung mit Ather 
wird in Methylalkohol gelést und Ammoniak bis zur Sittigung eingeleitet. 
Am nichsten Tag wird der mit Ather gefillte Sirup aus Wasser um- 
krystallisiert. Ausbeute fast quantitativ. Zur Analyse (aus Wasser um- 


-= + 18,0°. 
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krystallisiert) wurden 0,1839 g Substanzim Vakuum iiber P,O, bei 100°getrocknet, 
wobei 0,0075 g Gewichtsverlust eintrat = 5,6°/,, ber. fiir 1 H,O 5,74 °/,. 


0,0592 g Subst.: 9,4 ccm 0,1 n-HCl (Kjeldahl). — 0,1184 g Subst.: 
3.75 ecm 0,1 n-AgNO,. — 4,880 mg Subst.: 8,865 mg CO,, 3,005 mg H,0. 
C,3H,,N;0,Cl (Mol.-Gew. 313,66) 
Ber. C 49,73 H 6,48 N 22,33 Cl 11,30 
Gef. ,, 49,55 ,, 6,89 ,, 22,23 ,, 11,23. 


Das lufttrockene Priparat sintert bei 115° und gibt bei 135° sein 
Krystallwasser ab. Der krystallwasserfreie Kérper sintert im zugeschmol- 
zenen Rohr bei 165° zu einer triiben Schmelze zusammen und zersetzt sich 
bei 260% Hygroskopisch, in Natronlauge schwer, in Wasser nicht sehr leicht, 
in Methylalkohol viel leichter, in Ather nicht léslich. Von Arginase wird 
das a-Monobenzoylsiureamid nicht gespalten. Biuretreaktion stark positiv. 


Salzsaurer Dibenzoylargininmethylester. Darstellung wie iiblich 
durch Veresterung des Dibenzoylarginins mit Methylalkohol. Umkrystallisiert 
aus Methylalkohol—Ather. 

0,1373 g Subst.: 0,0485 g AgCl. — 0,04253 g Subst.: 3,92ccem 0,1 n-HCl 
(Kjeldahl). — 0,0304, 0,0172 g Subst.: 0,0246, 0,0127 g AgJ (Zeisel). — 
4,415 mg Subst.: 9,445 mg CO,, 2,360 mg H,0. | 

C,,H,;N,0,Cl (Mol.-Gew. 432,69) 
Ber. C 58,23 H 5,82 N 12,95 Cl 819 OCH, 17,17 
Gef. ,, 53,84 ,, 5,98 ,, 12,91 ,, 8,74 ,, 10,69, 9,72. 
Der gefundene Methoxylwert weist gegeniiber dem berechneten eine 


. Differenz von 2—38°/, auf. Dieselbe Beobachtung machten bereits Felix, 


Inouye und Dirr und Felix, Hirohata und Dirr bei verestertem Argi- 
nin und Argininderivaten. 

Der Ké6rper sintert bei 167° und schmilzt bei 171° zu einer klaren 
Schmelze. Auch nach wiederholter Umkrystallisation schwach rosa, in 
Wasser schwer, leichter in Alkohol, nicht in Ather léslich. Ausbeute fast 
quantitativ. 


Dibenzoylarginin-benzoylamid. Zur Darstellung dieses Kérpers 
kann man vom Argininamid oder vom a-Monobenzoylargininamid ausgehen. 
Nach der Benzoylierung wird eine in Natronlauge unldésliche, krystalline 
oder sirupése Masse erhalten, von der dekantiert wird. Nach wiederholtem 
Auswaschen mit Wasser wird mit Alkohol ausgekocht, wobei das gesuchte 
Produkt ungelést zuriickbleibt. 

Aus Wasser umgefillt und aus Alkohol umkrystallisiert. 


0,1180 g Subst.: 12,09 cem 0,1 n-HCl (Kjeldahl). — 4,430, 4,460 mg 
Subst.: 0,5792 (18°, 720 mm), 0,567 (23°, 786 mm) cem N. — 3,915 mg Subst.: 
9,610 mg CO,, 1,950 mg H,O. 

C,,H,,N,0, (Mol.-Gew. 485,26) 
Ber. C 66,77 H 5,61 N 14,48 Gef. C 66,95 H 5,57 N 14,86, 14,15. 

Der Kérper sintert bei 236°, schmilzt unter Braunfirbung bei 245°, 
Gasentwicklung bei 255°. Ausbeute etwa 40°/, d.Th. Krystalle stern- 


formig, aus Alkohol und auch aus Wasser-Alkohol mehr oder weniger 
stark aufgequollen. Oft erreicht man iiberhaupt nur eine gelatinédse Masse. 
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ees 


Sehr schwer léslich in Wasser und Alkohol, schwer auch in Natronlauge 
und verdiinnter Salzsiiure, in konzentrierter Salzsiure tritt Lésung ein, 
jedoch unter geringer Umwandlung in das Dibenzoylcitrullinbenzoylamid¢, 


Dibenzoylcitrullin-benzoylamid. Dibenzoylarginin-benzoylamid wurde 
in konzentrierter Salzsiiure gelést, 4 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen, Salzsiiure im Vakuum wegdestilliert und der Riickstand in Alkoho| 


aufgenommen. Es blieb Ammoniumchlorid ungelést. Die alkoholische Lisung | 


wurde ammoniakalisch gemacht und wieder im Vakuum zur Trockne ein. 
gedampft. Durch Aufnahme in Alkohol wurde von dem viel schwerer 
léslichen Dibenzoylarginin-benzoylamid abgetrennt. Beim Einengen der 
Mutterlauge erhielten wir einen in sehr schénen Nadeln krystallisierenden 
Koérper. Wiederholt aus Alkohol umkrystallisiert. 
0,1468 g Subst.: 12,00 cem 0,1 n-HCl. — 0,1204 g Subst.: 9,85 ccm 
0,1 n-HCl (Kjeldahl). — 4,790 mg Subst.: 0,493 cem N (22°, 736 mm). — 
4,715 mg Subst.: 11,510 mg CO,, 2,380 mg H,O. 
C,,H,,N,O, (Mol.-Gew. 486,26) 
Ber. C 66,64 H 5,39 N 11,52 
Gef. ,, 66,60 ,, 5,56 ,, 11,45, 11,46, 11,53. 


Das reine Amid lést sich schwer in Alkohol, jedoch bei weitem 
leichter als das entsprechende Argininamid, sehr schwer ldéslich in Wasser 
und Natronlauge. Bei 185° sintert es und schmilzt bei 220° Gegeniiber 
den bisher beschriebenen Amiden ist fiir dieses charakteristisch, daB beim 
Erkalten der Schmelze die Substanz wieder krystallisiert, also einen normalen 
Schmelzpunkt aufweist. Das Bestreben, in Alkohol-Wasser aufzuquellen, 
teilt es mit dem entsprechenden Argininamid. Meist gibt es diesen Alkohol 
bzw. dieses Wasser erst beim Trocknen auf dem Wasserbade ab. Nicht 
hygroskopisch. 

Manchmal wurde bei dieser Darstellungsweise ein K6rper isoliert, der 
bei 168° sinterte und bei 178° schmolz. Die sonstigen EKigenschaften und 
auch die Analysenzahlen sind die des Dibenzoylcitrullin-benzoylamids, nur 
die Alkoholléslichkeit ist besser als bei dem vorhin beschriebenen Priparat. 
Unserer Meinung nach diirfte es sich hier vielleicht um die inaktive Form 
handeln, zumal diese Substanz manchmal als Hydrat gewonnen wird. Zum 
Vergleich hierzu sei die Hydratbildung beim inaktiven Arginin-monohydro- 
chlorid und beim inaktiven Dibenzoylarginin erwihnt [Felix und Dirr”®) 

Zur Hydrolyse des bei 220° schmelzenden Priiparates wurden 0,7 g 
3 Stunden lang mit 15°/,iger Salzsiiure gekocht. Die Benzoesiure wurde 
mit Ather extrahiert und entsprach 0,4750 g = 68°/,, 3 Mole Benzoesiiure 
74°/,. Die Salzsiiure wurde durch wiederholte Vakuumdestillation entfernt 
und der Riickstand mit absolutem Alkohol aufgenommen, wobei Ammonium- 
chlorid ungelést zuriickblieb. Die alkoholische Lésung wurde nach Zugabe 
von Ammoniak zur Trockne eingeengt, in wenig Wasser aufgenommen und 
mit Alkohol bis zur starken Triibung versetzt. Es schieden sich 137,5 mg 
d-Ornithinchlorhydrat ab, die, aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert, sich bei 
242° zersetzten. Mischschmelzpunkt mit einem aus Arginin dargestellten 


d-Ornithinmonohydrochlorid keine Depression. [oR = + 12,12° 
4,675 mg Subst.: 6,18 mg CO,, 3,23 mg H,O. — 4,32 mg Subst.: 
0,682 cem N (21°, 736 mm). — 9,46 mg Subst.: 7,95 mg AgCl. 
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Uber die Umwandlung von Arginin in Citrullin. 


C,H,,N,0,Cl (Mol.-Gew. 168,47) 
Ber. C 35,60 H777 N 1662 Cl 21,05 
Gef. ,, 85,68 ,, 7,73 ,, 1644 , 20,79. 


Daraus Ornithindipikrat Zersetzungsp. 211°. 

Die Mutterlauge des salzsauren Ornithins wurde abgedampft, mit abso- 
lutem Alkohol verrieben, von zuriickbleibendem Ammoniumchlorid ab- 
gesaugt und wieder zur Trockne eingeengt. Dieses wurde so oft wiederholt, 
bis nur noch ein in absolutem Alkohol léslicher Anteil vorhanden war. Da 
die Lésung keine Neigung zur Krystallisation zeigte, wurde alkoholische 
Pikrinsiure im UberschuB zugegeben, eingedampft und mit Ather verrieben. 
Pikrat, nach Umkrystallisieren aus Alkohol-Ather, Zersetzungsp. 150°. Misch- 
schmelzpunkt, 1-Prolin-Pikrat, Depression von 2°. 

4,025 mg Subst.: 3,66 mg CO,, 12,77mg H,O. — 5,620 mg Subst.: 
0,687 eem N (22°, 736 mm). 

C,H,NO, *C,;H,N,0, (Mol.-Gew. 344,12) 
Ber. C 3840 H 3,49 N 16,27 
Gef. ,, 3808 ,, 3,55 ,, 16,37. 

Das Ergebnis dieser Hydrolyse befindet sich im Einklang mit den 
Untersuchungen von Wada®), der ebenfalls nach der Siurehydrolyse des 
Citrullins Prolin isolieren konnte. Entgegen seinen Versuchen, wonach 
Ornithin aus Citrullin nur durch Alkalispaltung entstehen kénnte, wurde in 
vorliegender Untersuchung einwandfrei nebeneinander aus der Siiurehydro- 
lyse eines Citrullinderivates Ornithin und Prolin isoliert. Freies Citrullin 
sowie Harnstoff konnten nicht gefunden werden, wahrscheinlich wegen der 
weiteren Veriinderung wiihrend der Hydrolyse und auch wegen der geringen 
Menge des Ausgangsmaterials. 

Bei einer anderen Darstellung erhielten wir ein Dibenzoylcitrullin- 
benzoylamid vom Schmelzp. 151°. Bei der Hydrolyse konnte auch Arginin 
in etwa eben derselben Menge wie Ornithin isoliert werden. Da sich der 
Schmelzpunkt von 151° auch bei wiederholtem Umkrystallisieren nicht ge- 
jindert hatte und andererseits die Krystalle vollstindig einheitlich waren, er- 
kliren wir uns das Ergebnis aus einer Bildung von Mischkrystallen aus 
Dibenzoylarginin-benzoylamid und Dibenzoylcitrullin-benzoylamid. 

Uber alle weiteren Versuche die Iminogruppe durch Sauerstoff zu er- 
setzen vgl. 7}). 


a-Monobenzoylcitrullinmethylester. Zunichst wurde Ornithin nach 
der Vorsehrift von Schulze und Winterstein*) dargestellt, benzoyliert 
und nach Sérensen, Héyrup und Andersen”*’) das «-Monobenzoylorni- 
thin erhalten. Hierauf wurde nach Wada’) mit Urethan kondensiert und 
dieses Verfahren nur in soweit abgeiindert, als ein gréBerer UberschuB 
(etwa 4 Mol) von Urethan zur Anwendung kam, die 3 fache der angegebenen 
Menge Methylalkohol verwendet und 1 Stunde am RiickfluBkiihler erhitzt 
wurde, Das isolierte «-Monobenzoylcitrullin war im Gegensatz zu der An- 
gabe von Wada nicht hygroskopisch. 

Zur Darstellung des «-Monobenzoylcitrullinmethylesters wurde zunichst 
mit Methylalkohol und Salzsiure verestert. Da die Reindarstellung auf 
diesem Wege sehr schwierig und auch die Ausbeuten nur miBig waren, 
gingen wir dazu iiber, die Veresterung durch Diazomethan herbeizufiihren 
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128 K. Dirr und H. Spath, 


Zur methylalkoholischen Lésung des a- Monobenzoylcitrullins wurde unter 
Kihlung und Schiitteln tropfenweise eine dtherische Lésung von Diazo- 
methan im UberschuB zugegeben, im Vakuum eingeengt, wobei ein heller 
Sirup zuriickblieb. Mit wenig Aceton verrieben, ging der Ester in Lésung. 
Dann wurde solange mit absolutem Ather behandelt, bis der Sirup eine 
zihe Konsistenz annahm. Es wurde wiederholt aus Aceton-Ather umgefillt, 
doch scheiterten alle Versuche, den Kérper zur Krystallisation zu bringen. 
Zuniichst im Chlorcalciumexsiccator bei gewéhnlicher Temperatur, dann 
tiber P,O, bei 60° im Vakuum getrocknet. 


3,925 mg Subst.: 8,210 mg CO,, 2,350 mg H,O. — 3,235 mg Subst: 
0,4186 cem N (16°, 720 mm). — 35,33 mg Subst.: 32,20 mg AgJ. 
C,,H,,N,0, (Mol.-Gew. 293,18) 
Ber. C 57,30 H6,54 N 14,32 OCH, 10,58 
Gef. ,, 5705 ,, 6,71  ,, 14,48 12,05. 


Der Ester fiingt im zugeschmolzenen Rohr schon bei 120° an sich zu 
zersetzen. Ein scharfer Zersetzungspunkt fehlt. Der Kérper hat einen un- 
angenehmen, beiBenden Geruch, lést sich sehr leicht in Wasser, Methyl. 
und Athylalkohol, sowie Aceton und ist auch in Ather nicht unldslich. 
Sehr unbestindig, farbt sich leicht braun und verseift sehr leicht. 


«-Monobenzoylcitrullinamid. 600 mg Ester wurden in 40 cem Methy!- 
alkohol gelést, Ammoniak bis zur Sittigung eingeleitet und sofort im Vakuum 
zum Sirup eingeengt. In wenig Methylalkohol in der Kilte aufgenommen 
und mit Ather wieder gefillt. Erst nach wiederholtem Umfillen zeigte sich 
nach 10 tigigem Stehen Krystallisation. Von den Krystallen wurde vor- 
sichtig abgetrennt, nochmals umgefiillt, im Vakuum iiber P,O, bei 60° 
getrocknet. 


3,730 mg Subst.: 7,648 mg CO,, 2,20 mg H,O. — 3,024 mg Subst.: 
0,5424 cem N (14°, 716 mm). 
C,,H,,.N,O, (Mol.-Gew. 278,17) Ber. C 56,08 H 6,52 N 20,14 


Gef. ,, 55,92 ,, 6,60  ,, 20,10. 
Das Amid zersetzt sich sehr unscharf bei etwa 140°. Es ist in Wasser 


und Methylalkohol leicht, in Ather schwer léslich. Es besitzt einen fiir 
Siureamide eigentiimlichen Geruch. 


Dibenzoyl-citrullinbenzoylamid aus «-Monobenzoylcitrullinamid. 
Die Benzoylierung erfolgte wie iiblich. Schon wihrend der Reaktion fiel 
das gesuchte Produkt in kugeligen Aggregaten aus. Es wurde abgesaugt, 
wiederholt mit Wasser und Ather gewaschen und aus Alkohol umkrystallisiert. 


3,965 mg Subst.: 9,685 mg CO,, 1,955 mg H,O. — 4,665 mg Subst.: 
0,4753 cem N (14°, 719 mm). 


C,,H,,N,O, (Mol.-Gew. 486,26) Ber. C 66,64 H5,39 N 11,52 
Gef. ,, 66,62 ,, 5,52 ,, 11,47 


Schmelzp. 220°, Mischschmelzpunkt mit dem analytisch dargestellten 
Koérper keine Depression. Auch die sonstigen Eigenschaften stimmen mit 
diesem iiberein, so besonders, dab er wie jener einen normalen Schmelz- 
punkt zeigt ohne Zersetzung. Das gleiche Aufquellen in Wasser und Alkohol, 
dieselben Lésungsverhiltnisse. 
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Bei der Darstellung von Dibenzoylarginin-benzoylamid wurden als 
Nebenprodukte weiterhin isoliert: Dibenzoy]-citrullinbenzoylamid und salz- 
saures a&-Monobenzoylargininbenzoylamid. Letzteres sintert bei 230° und 
zersetzt sich bei 236°. Es ist in Wasser, Natronlauge und verdiinnter Salz- 
siure schwer ldslich, leicht aber in Alkohol, unléslich in Ather. 


4,602 mg Subst.: 9,740 mg CO,, 2,460 mg H,O. — 5,922 mg Subst.: 
0,878 cem N (23° 722 mm). — 11,260 mg Subst.: 3,940 mg Ag(Cl. 
C,,H,,N,0,Cl (Mol.-Gew. 417,69) 
Ber. C 57,46 H5,80 N 16,76 Cl 849 
Gef. ,, 57,72 , 5,98 ,, 1625 ,, 8,66. 


Diketopiperazin des Arginins. Bei der Darstellung von Argininamid 
erhielten wir 1 mal diesen K6rper, als wir zur Umkrystallisation in wenig 
Wasser lésten. Dabei blieben zu Drusen angeordnete Krystalle zuriick, 
die nach 2 maligem Umkrystallisieren aus Wasser—Alkohol einen Zersetzungs- 
punkt von 316° zeigten. 


4,206 mg Subst.: 5,811 mg CO,, 2,590 mg H,O. — 3,180 mg Subst.: 
0,8263 cem N (18°, 704 mm). — 5,210 mg Subst.: 4,005 mg AgCl. — 0,0348 g 
Subst.: 0,025 cem N (19°, 724 mm). 

C,,.H,.N,O,Cl, (Mol.-Gew. 385,19) 
Ber. C 37,40 H6,81 N 29,10 Cl18,42 N/NH, 0 
Gef. ,, 37,68 » 6,89 5» 28,00 », 19,02 <— - 


Der Kérper ist in kaltem Wasser ldéslich, jedoch viel schwerer als 
Arginin. In Alkohol ist er schwer, in Ather unldslich. 

Argininbestimmung. Zur Hydrolyse wurde die Substanz 8 Stunden 
mit konzentrierter Salzsiure am RiickfluB gekocht und auf ein Volumen von 
50 cem gebracht. 10 cem davon verbrauchten 18,07 ccm 0,1n-HCl = 25,3 mg N. 
(Kjeldahl). 10 cem entwickeln 6,00 cem N bei 21°, 713 mm = 6,343 mg N 
= 25°/, Aminostickstoff vom Gesamtstickstoff. 29 cem geben 0,6332 g Arginin- 
flavianat = 98°/, Argininstickstoff vom Gesamtstickstoff. Zersetzungspunkt 
des Flavianats 274°. Daraus wurde das Argininhydrochlorid dargestellt, 
analysiert und identifiziert. 

Das negative Ergebnis der Reaktion mit salpetriger Siure und die 
quantitative Bestimmung von Arginin nach der Siurehydrolyse, wobei rund 
100°/, als Argininflavianat isoliert wurden, verstiirken die Vermutung, daB 
hier wirklich das Arginindiketopiperazin vorlag. Mit Ausnahme des Stick- 
stoffs, der bei Argininderivaten, besonders nach Dumas, hiiufig zu niedrige 
Werte gegeniiber der Theorie aufweist, sind die Analysenzahlen zufrieden- 
stellend. Auch die verhiltnismiBig schwere Léslichkeit sogar des salzsauren 
Salzes in Wasser ist charakteristisch fiir Diketopiperazine, die als freie Basen 
in Wasser bekanntlich schwer léslich sind. Eine systematische Darstellung 
dieses Kérpers hoffen wir in absehbarer Zeit durchfiihren zu kénnen. 


Zusammenfassung. 

Die Umwandlung von Arginin in Citrullin wurde durch 
Amidierung, Benzoylierung und darauffolgende Hydrolyse erreicht. 
Der Konstitutionsnachweis des dabei gewonnenen Dibenzoyl- 
citrullinbenzoylamids wurde durch Synthese erbracht. Weiterhin 
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130 Dirr u. Spith, Uber die Umwandlung von Arginin in Citrullin. 





wurde der Reaktionsmechanismus bei der biologischen Uberfiihrung 
von Arginin in Citrullin durch die Arginindesimidase diskutiert 
und mit dem der Arginase verglichen, wobei die Hypothese auf- 
gestellt wurde, daB in beiden Fallen dem Angriff auf die Guanidin- 
gruppe eine Blockierung der Carboxylgruppe vorangehen miisse, 
Unter Hinweis auf die Bedeutung der Arginyl-Argininsynthese 
fir die Protaminforschung wurde ein Weg hierfiir iiber das dar- 
gestellte Diketopiperazin des Arginins vorgeschlagen. 


Herrn Professor Schittenhelm, der diese Arbeit auf jede Weise 
gefordert hat, méchten wir auch an dieser Stelle unsern ergebensten Dank 
aussprechen. 
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Beitrage zur enzymatischen Histochemie. — 


XVI. Die Verdauung von Keratin durch die Larven der Kleidermotte 
(Tineola biselliella Humm.). 


Von 
K. Linderstrom-Lang und F. Duspiva. 


Mit 4 Figuren im Text und auf Tafel VI. 


(Aus der chemischen Abteilung des Carlsberg-Laboratoriums Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1935.) 


Einleitung. 


Die Skleroproteine haben die Aufgabe, dem tierischen Kérper 
als Stiitze zu dienen und daher kommt ihnen, wie schon der 
Name andeutet, eine hohe mechanische Festigkeit zu. Chemisch 
sind es ganz verschieden zusammengesetzte HKiweiBbkérper, die aber 
die gemeinsame Kigenschaft besitzen, in Wasser und Salzlésungen 
vollstiindig unléslich zu sein. Eine weitere Besonderheit ist ihre 
Unangreifbarkeit durch Verdauungsenzyme. Da doch auch ihr 
Molekiil im wesentlichen aus peptidgebundenen Aminosiuren zu- 
sammengesetzt ist, mu die Enzymresistenz auffallig erscheinen. 
Kine ganz befriedigende Erklirung dieses Verhaltens kann wohl 
heute noch nicht gegeben werden. So viel aber scheint festzu- 
stehen, daB eine bestimmte Stellung von Aminosiuren mit geringer 
Enzymaffinitat, sowie Ringstrukturen, hervorgerufen durch Wechsel- 
wirkung der Hauptvalenzketten untereinander, als Hauptursache 
zu betrachten sind?). So ist es beim Fibroin der Seide wohl der 
hohe Gehalt an Monoaminosiiuren, in anderen Fillen, wie beim 
Keratin, die gegenseitige Verkettung, die die Proteinmicelle enzym- 
resistent machen. Aus diesem Grunde ist es also verstiandlich, 
daB die Geriiststoffe auch in der Natur den destruierenden 
Wirkungen der Bakterien am lingsten standhalten und zusammen 
mit den anorganischen Teilen die letzten Reste eines Tieres bilden. 

Trotz alledem hat eine ganze Anzahl von Insekten (Lepi- 
dopteren und Coleopteren) als Larven diese in der Natur un- 
ausgenutzt liegende Nahrungsquelle zu verwerten getrachtet. Da 
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die GeriisteiweiBe zum Teil als wertvolle Rohstoffe Verwendung 
finden, so sind diese Insekten als Schidlinge bekannt und haben 
vielfach zu einer Bearbeitung angeregt. 

Fiir den Zoologen war es daher zunichst von Interesse zu 
erfahren, ob die betreffenden Insekten auch tatsaichlich imstande 
sind, die Skleroproteine selbst abzubauen, oder ob sie — wie das 
ja bei vielen Holzfressern der Fall ist — nur von den geringen 
Beimengungen oder gelegentlichen Verunreinigungen mit wertvollen 
Nahrstoffen leben, und den Geriiststoff nur zur Gewinnung der- 
selben fressen. Wihrend das ja auch fiir die meisten der Fall 
zu sein scheint, so ist es fiir einige wenige wahrscheinlich geworden, 
daB tatsichlich das Skleroprotein ihre Hauptnahrung ist. So soll 
nach Abderhalden?) Anthrenus museorum von Seide leben kénnen. 
Dermestes Frischi scheint nach Arndt’) imstande zu sein, das 
Spongin von Badeschwimmen zu verdauen. Beziiglich der hier 
interessierenden Kleidermotte ist wohl durch die Untersuchungen 
von Titschack*‘) und an der verwandten Pelzmotte von Schulz‘) 
gezeigt worden, daB dem Keratin der Haare bei der Ernaihrung 
eine Hauptrolle zukommt*). Bestehen doch die Kotkiigelchen der 
Raupen bei Fiitterung mit pigmentfreier Schafwolle fast aus- 
schlieBlich aus Harnsiure und Salzen. Haarreste sind nur ver- 
einzelt anzutreffen und dann meist in stark zersetztem Zustand. 

Vollstindig unbekannt ist der Weg des Abbaues. Besitzen 
die Tiere Enzyme, die auf bestimmte Gruppen oder Bindungen 
des Geriiststoffes spezifisch eingestellt sind? So glauben Stankovic 
und Mitarbeiter’) mit dem Kropfsaft des Ménchsgeiers und Hiihner- 
habichts eine Hydrolyse des Federkeratins nachgewiesen zu haben. 
Auffallend ist aber dabei der Umstand, da die Verdauung nur 
dann stattfindet, wenn die Nahrung der Tiere dauernd Keratin 
enthilt. Hobson®) beschreibt bei Lucilialarven, die mit Erfolg 
Sehnen verdauen, eine Kollagenase, die sich durch Absorption 
an Holzkohle von einer caseinspaltenden Proteinase abtrennen 1aBt. 
Keratin wird aber von diesem besonderen Enzym nicht angegriffen. 
Bei allen iibrigen Skleroproteinfressern blieben Verdauungsversuche 
bisher negativ. 

Eine eingehendere Untersuchung iiber die Wirkungsweise der 
Enzyme bei so kleinen Insektenlarven stéSt auf die groBe Schwierig- 
keit, geniigende Mengen Material fiir die Analysen zu erhalten. 
So kommt es, daB bisher nur an den gréBten Insekten iiberhaupt 


*) Vgl. ferner die Referate yon P. Kriiger®’). 
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Studien mit modernen Methoden ausgefiihrt werden konnten und 
auch nur dann, wenn Massen von diesen Tieren zur Verfiigung 
standen [Seidenraupen, Shinoda?®)]. Die in diesem Laboratorium 
fiir histochemische Zwecke ausgearbeitete Mikromethode?!) war 
die Voraussetzung fiir die nun folgende Untersuchung an den 
Kleidermottenlarven. Die Methode erméglichte es, mit dem Glycerin- 
auszug eines Darmes (Gewicht 0,4 mg) 20 Proteinase- oder etwa 
80 Dipeptidasebestimmungen auszufiihren”). 

Herrn Prof. Dr. 8. P. L.Serensen danken wir bestens fiir sein Interesse 
an dieser Arbeit und seine stete Hilfsbereitschaft. Die Untersuchung der 
aufgeworfenen Fragen kam dadurch zustande, daB dem einen von uns 
(Duspiva) ein Rockefeller-Stipendium den Aufenthalt am Carlsberg- 
Laboratorium ermdglichte. Herrn Prof. Dr. Paul Kriiger (Wien) sei fiir 
die Vermittlung des Stipendiums, sowie fiir die Empfehlung, diesen Fragen- 
kreis zu bearbeiten, bestens gedankt. Das gesamte Untersuchungsmaterial 
stellte uns Herr Dr. Adolf Herfs aus dem Zoologischen Laboratorium 


des I.G. Werkes Leverkusen zur Verfiigung. Wir méchten ihm auch an 
dieser Stelle unseren besten Dank sagen. 


Allgemeiner Teil. 


Bei den Kleidermottenlarven treten die gefressenen Wollstiicke 
noch unverindert in das Mitteldarmlumen ein und werden hier 
von einer peritrophischen Membran umbiillt. Die erste Kinwirkung 
des Darmsaftes diuBert sich in einer Triibung der Rinde und in 
einem deutlicheren Hervortreten der Lingsstruktur derselben. 
Spiter findet ein Zerfall in Lingsbalken statt. Unter stetiger, 
langsamer Liésung von Rindenmaterial schreitet die Zerteilung 
fort und fiihrt schlieBlich zu einer unvollstindigen Isolierung von 
Rindenzellen (Fig. 1, Tafel VI); ein Vorgang, der bei dem starken 
Aneinanderhaften derselben sonst nur durch starke Kingriffe, wie 
Schwefelsiure, erreichbar ist. Die Cuticula umgibt als diinner 
Schlauch die in Lésung gehenden Rindenzellen und kollabiert 
schlieBlich, wenn der Inhalt soweit geschwunden ist, daB die 
Stiitze fehlt. Aber auch die Cuticula scheint langsam gelést zu 
werden, da man sie sonst im Raupenkot reichlich antreffen miiBte, 
was nicht der Fall ist, wie auch Titschack‘) schreibt. Die Cuticula 
erweist sich als der resistenteste Teil des Haares. 

Da die Annahme naheliegt, daB die eben geschilderte Lésung 
der Schafwollhaare im Darm der Raupen ein enzymatischer ProzeB 
ist, so wurde zuniichst versucht, eine wirksame Proteinase im 


*) Untersuchungen iiber die Peptidasen des Kleidermottendarmes werden 
demniichst erscheinen. 
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Darm nachzuweisen. Es stellte sich heraus, daB bei Verwendung 
von Casein als Substrat die Spaltwirkung eines Glycerinextraktes 
der Darmzellen, sowie des Darmsaftes, eine ungewohnlich hohe 
ist. Ein frisch praparierter ganzer Darm hat etwa dieselbe Wirkung 
gezeigt, wie ein gleich schweres Pankreastrockenpriparat (Pankre- 
atin, Merck). Da fiir die Erklirung der Aufspaltung des Keratin- 
molekiils die H*-Konzentration des Darmsaftes bekannt sein 
muf, wurden Bestimmungen mit einer speziell fiir diesen Zweck 
gebauten Glaselektrode ausgefiihrt, die Werte ergaben, die zwischen 
9,6—10,2 im p,, (durchschnittlich 9,9) lagen. Die bedeutende 
Alkalitit des Darmsaftes veranlaBte uns, die p,-Abhingigkeit der 
Caseinspaltung zu untersuchen. Das Enzym wirkt bei p, = 9,3 
optimal (2 Stunden, 40°) (Fig. 2). Da der Abfall der Spaltung 
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in das stirker alkalische Gebiet nicht steil ist, so kommt das 
Ferment im Darm gut zur Wirkung. Ein Vergleich der Lage des 
Optimums mit der bei anderen bisher untersuchten Wirbellosen, 
zeigt die groBe Ahnlichkeit mit Bombyx mort-larven. Die Seiden- 
raupe sezerniert nach den Untersuchungen Shinodas?%) eine 
Proteinase, die Casein bei p,, = 9,5 optimal spaltet. Der Darmsaft 
dieses Tieres ist ebenfalls recht alkalisch (p,, = 9,8). Vorausgesetzt, 
da8 man auch bei anderen Lepidopterenlarven dieselben Verhilt- 
nisse antrifft, so diirfte diesc Ahnlichkeit in der Verwandtschaft 
der Tiere begriindet sein und keine Anpassung an eine spezielle 
Ernahrungsweise vorstellen. 























Auf natives Keratin (Schafwollhaare) hat der Glycerinauszug 
des Tineoladarmes keine Wirkung gezeigt, wenn wir ihn einfach 
beim p,-Optimum darauf einwirken lieben. Auch ein sogleich 
nach der Praparation in eine feuchte Kammer eingeschlossener 
Darminhalt (mit oder ohne Zugabe von Glykokoll—-NaOH-Puffer 
p,, = 10) zeigt kaum eine deutliche histologische Veriinderung der 
gefressenen Haare. Ebenso kann man in entsprechenden Spaltungs- 
ansitzen titrimetrisch keinen Zuwachs an Amino- oder Carboxyl- 
gruppen nachweisen. Kine Erniedrigung der H*-Konzentration 
auf p,, = 11 ist wirkungslos, obgleich das Enzym bei dieser Aciditit 
Casein noch etwas spaltet. Die Keratinverdauung wird dieser Art 
also nicht schon allein durch die Alkalitit des Darmsaftes er- 
méglicht. 

Uns schien demnach im Spaltungsexperiment ein wichtiger 
Aktivator zu fehlen, der offensichtlich im Glycerinextrakt nicht 
konservierbar ist und der das Enzym erst befihigt, Keratin an- 
zugreifen. Der Darmsaft wurde zu diesem Zweck nun qualitativ 
auf verschiedene bekannte Stoffe gepriift, die als Aktivatoren 
wirksam sind oder auf EKiweiBkérper eine dispergierende Wirkung 
haben. Dabei wurde gefunden, daB innerhalb der peritrophischen 
Membran eine sehr starke Nitroprussidreaktion auftritt (dunkel- 
violette Farbe), also Stoffe vorhanden sind, welche SH-Gruppen 
tragen. In voller Starke war die Reaktion aber nur dann zu er- 
halten, wenn der Darm mit Schafwollhaaren gefillt war. Die 
Frage, ob die nachgewiesenen Sulfhydrylgruppen auf Sulfide oder 
Cystein zuriickzufiihren sind, wurde durch die Bleiprobe zu be- 
antworten versucht. Eine Bleiacetatlésung firbt die in Auflésung 
begriffenen Schafwollhaare, sowie den Darmsaft bei Zimmer- 
temperatur deutlich braun. Die Reaktion ist immer zu erhalten, 
wenn Nahrung vorhanden ist, aber nicht sehr intensiv. Hine 
Cysteinlésung gibt unter gleichen Umstiinden eine gelblichweibe 
Fillung. Wir sind daher zu der Ansicht gekommen, daB die 
Hauptmenge der SH-Gruppen als Cystein — wahrscheinlich in 
Form cysteinhaltiger Polypeptide — vorliegt und die geringen 
Mengen freier Sulfide auf einen Nebenprozef zuriickzufiihren sind. 
Kine Méglichkeit fiir eine Abspaltung ist durch die Anwesenheit 
von Bakterien im Darminhalt gegeben. Sehr gering ist aber die 
Wahrscheinlichkeit, daB die geringe Abspaltung von Sulfid durch 
die Alkalitét des Darmsaftes bewirkt wird. 

Kine intensive Nitroprussidreaktion ist aber nur dann zu 
bekommen, wenn man an einem frisch priparierten Darminhalt 
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sofort die Probe ausfiihrt. Setzt man ihn 5—10 Minuten in einer 
feuchten Kammer der Luft aus und priift dann, so fallt die 
Reaktion negativ aus. Bei der Alkalitit des Darmsaftes findet 
eine rasche Oxydation durch den Luftsauerstoff statt nach der 
Gleichung: 4 R-SH + O, = 2 R-S-S-R+2H,0. Die auBer- 
ordentliche Geschwindigkeit der Autoxydation spricht gleichfalls 
fiir ein Vorhandensein von cysteinhaltigen Polypeptiden. Bei 
Fruton und Clarke") finden sich Bestimmungen der Oxydations- 
geschwindigkeiten verschiedener Cystinderivate, im Warburgapparat 
gemessen, vor, aus denen hervorgeht, da eine 0,01 m-Glutathion- 
lésung schon bei p,, = 8,6 bei 25° in 20 Minuten zur Halfte, in 
45 Minuten ginzlich oxydiert ist (nach Zusatz von 0,0001 m-Fe* **), 
Andere Thiolverbindungen oxydieren viel langsamer. So dauert 
die vollstindige Oxydation von Cystein oder Thioglykolsaiure unter 
gleichen Bedingungen etwa 2 Stunden. Im folgenden kann gezeigt 
werden, daB in dieser Erscheinung die Erklirung dafiir liegt, da 
ein Verdauungsversuch, wie oben angesetzt, erfolglos verlaufen 
mub. Wenn wiahrend der Verdauung cysteinhaltige Keratinbruch- 
stiicke entstehen, mu8 im Darm eine Reduktionswirkung vorhanden 
sein. Wird dieses Milieu durch Hinzutreten gréBerer Mengen 
Sauerstoffes zerstért, so wird auch der SpaltungsprozeB sistiert. 

Aus den réntgenoskopischen Untersuchungen Astburys’’) 
und nach ihren Befunden iiber die elastischen Eigenschaften des 
Haarkeratins geht hervor, daB das Keratinmolekiil aus langeu 
Polypeptidketten aufgebaut ist, die so angeordnet sind, daB die 
Hauptvalenzketten in der Langsrichtung der Faserstruktur liegen. 
Die Hauptketten sind nun einerseits in regelmaiBiger Weise ge- 
faltet (Ursache der aufergewéhnlich hohen Elastizitit), anderer- 
seits, nach den Arbeiten von Speakman!?%) durch Zwischenkrifte 
und Bindungen ihrer Seitenketten untereinander zu einem netz- 
artigen Gebilde verbunden. Als Zwischenkrifte sind unter anderem 
die elektrostatische Anziehung der freien Séure- bzw. Aminogruppen 
der Dicarbon- bzw. Diaminosiuren in Betracht zu ziehen, wihrend 
die seitliche Bindung in erster Linie durch die Schwefelbriicke 
des Cystins zustande kommt. Die Aminosiure liegt also im Keratin- 
molekiil in ihrer oxydierten Form yor, und zwar so, daB das Cystin 
mit seinen beiden Hilften auf zwei benachbarte Hauptketten 
verteilt ist. Auf der Stabilitat der S—S-Briicke, im Verein mit 
den salzartigen Gruppen und dem regelmaBig gefalteten Bau des 
Molekiils, beruhen die charakteristischen Eigenschaften, vor allem 
die hohe chemische Widerstandsfihigkeit des Keratins. In dieser 
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wechselseitigen Bindung der hydrophilen Gruppen kann auch die 
Erklarung der Enzymresistenz des Proteins gesucht werden. 

Wird nun bei alkalischer Reaktion (p,, = 10), wie Goddard 
und Michaelis?) gezeigt haben, durch Jonisation und Eindringen 
von Wasser das Keratingeriist gelockert, so kénnen Reduktions- 
mittel, wie Natriumsulfid, Kaliumcyanid und Thioglykolsiure, die 
Schwefelbriicke durch Einfiihrung von Wasserstoff sprengen und 
man beobachtet als Erfolg eine Liésung des Keratins. Glatt, ohne 
Bildung von Nebenprodukten, reagiert Thioglykolsiure mit dem 
Cystin der Haare [R-—S—S—R + 2HS—CH,COOH = 2 R-SH 
+ (S-CH,COOH),] und es tritt bei p, = 9,0 noch keine, bei 10,1 
sehr schwache, bei 11 und dariiber eine rasche Lésung des 
Keratins ein. Das geléste Protein kann nun durch Siaure gefillt 
und gereinigt werden und erweist sich dann im reduzierten, wie 
im nachtriiglich an der Luft (bei alkalischer Reaktion) oxydierten 
Zustand sowohl durch Trypsinkinase wie Pepsin spaltbar. Der 
Grund fiir die Verdaubarkeit ist wohl der, daB der Stoff einmal 
gelést amorph und nicht faserformig ausfallt, eben seine friihere 
Micellarstruktur verloren hat, die dem Enzym den Eintritt ver- 
wehrte. 

Alle diese Erfahrungen benutzten wir zu einem Verdauungs- 
versuch a vitro und nahmen die Reduktion des Keratins aus 
den oben erwihnten Griinden mit Thioglykolsiure vor. Dabei 
sollten aber nach Méglichkeit im iibrigen die Bedingungen, die 
man im Darm der Larven antrifft, gewahrt bleiben; so vor allem 
die Gleichzeitigkeit von Reduktion und Enzymwirkung. Wie 
die Bilder (Fig. 3a,b, Tafel VI) zeigen, hat die Reduktion bei 
Pp, = 10 eine Auflésung der Haare zur Folge, wenn die Proteinase 
elnwirkt. Die Schafwolle wird verdaut und es treten dieselben 
Strukturverinderungen auf, wie sie von der Untersuchung des 
Darminhaltes der Raupen schon beschrieben wurden. ‘Thioglykol- 
siure und durch Hitze inaktiviertes Enzym hat bei gleichem p, 
auf Schafwolle auBer einer Quellung keinen mikroskopisch erkenn- 
baren HinfluB gezeigt. Es findet wohl unter den Versuchsbedin- 
gungen eine auf anderem Wege nachweisbare Lisung von Keratin 
statt, doch ist dieselbe unbedeutend. DaB die beobachtete Auf- 
lisung der Wolle tatsichlich mit einer Proteinasewirkung ver- 
bunden ist, wurde durch eine quantitative Bestimmung der bei 
dem Vorgang frei werdenden Amino- und Carboxylgruppen nach- 
zuweisen versucht. Wir erhielten nahezu iquivalente Mengen, 
wodurch eine Spaltung von Peptidbindungen sichergestellt ist. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVII. 10 
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Die Alkalitit des Darmsaftes von p,, = 9,9 ist fiir eine betriicht- 
liche Lisung des Keratins zu niedrig, dennoch findet schon ein 
Auftreten hydrophiler Gruppen in einem solchen Ausma8 statt, 
daB ein enzymatischer Angriff erméglicht wird. Spaltungsversuche 
mit einem amorphen, léslichen Keratinpriparat, das nach den 
Angaben von Goddard und Michaelis") hergestellt wurde, er- 
gaben, daB die Tineolaproteinase spaltet, aber mit Casein unter 
gleichen Bedingungen verglichen nur etwa */, der Peptidbindungen 
in derselben Zeit lést. Auch scheint das p,,-Optimum bei Ver- 
wendung dieses Substrates etwas nach der alkalischen Seite 
verschoben zu sein. 

Es schlieBt sich nun die Frage an, ob auch im Darm der 
Motten eine Reduktion des Cystins der Haare stattfindet. Seit 
den Arbeiten von Rimington*®) wissen wir, daB native Wolle 
keine SH-Gruppen enthilt. Wenn also solche auftreten, so kénnen 
sie nur durch einen Reduktionsvorgang entstanden sein. Die Frage 
suchten wir durch ein Studium der Reduktionswirkung des Darm- 
saftes in vivo auf geeignete Redoxindicatoren einer Lésung niiher 
zu bringen. Es ergab sich, daB nur im Mitteldarm eine Reduk- 
tion zu beobachten war, und zwar wurden Methylenblau und 
Indigotetrasulfonat vollstindig, Indigodisulfonat und Gallophenin 
teilweise, Brilliantalizarinblau und Rosindulin GG iiberhaupt nicht 
reduziert. Im Vorder- sowie Enddarm waren alle diese Indicatoren 
immer im oxydierten Zustand anzutreffen. Die Versuche sind 
nicht geeignet, das Redoxpotential genauer zu bestimmen. Soviel 
aber lift sich erkennen, daB dieses in der Gré8enordnung — 0,3 V 
(bei p,, = 10) liegen mub. Ob das gefundene Potentialgebiet 
negativ genug ist, eine Umwandlung des Cystins der Haare in 
Cystein zu ermdéglichen, wird durch die Arbeit von Fruton und 
Clarke?!) beantwortet, die fiir das System Cystin-Cystein ein 
E,’ = — 0,35 V (p,, = 10) auf colorimetrischem Wege bestimmten. 
Die Reduktionswirkung im Mottendarm liegt also durchaus im 
Bereiche des Systems, eine Umwandlung ist méglich. Dazu miissen 
wir uns vor Augen halten, daB die Farbungsgrade der verfiitterten 
Indicatoren uns nicht direkt den wahren Reduktionszustand des 
Darmes anzeigen, d. h. so wie er vor der Anwesenheit des Farb- 
stoffes herrschte, da der Farbstoff — der doch in recht hoher 
Konzentration vorhanden ist —, ja selbst an dem System be- 
teiligt ist. Es ist auch ferner nicht nétig, daB die Gleichgewichts- 
lage des Systems nahe bei 1 liegt, um iiberhaupt eine Reduktion 
der S—S-Briicke zu erméglichen. So kommt es wohl, daB auch 
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wir eine Reduktion der Indicatoren von demselben Ausmaf er- 
halten, wie sie bei Fruton und Clarke™) unter den Bedin- 
gungen ihrer Experimente auftraten (Fig. 4). 

Wie schon bei der Priifung des Darminhaltes mit- Nitro- 
prussid-Na zu erkennen war, besteht eine Beziehung zwischen 
der Intensitit der SH-Reaktion und der Menge der gefressenen 


Haare. Da ein nahrungsfreier Darm keine oder eine eben er- 


kennbare blasse Farbe gab, so ist der Schlu8 ja schon berechtigt, 
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| Fig. 4. Die Lage des Redoxpotentiales der verwendeten Farbstoffe beim py des Darmsaftes. 
| Die Schraffierung gibt die Lage des Redoxpotentiales im Darmsaft an. Die unterbrochene 


Linie zeigt das E,’ fiir Cystin—Cystein nach Fruton und Clarke. 


daB das reduzierende Agens, wenn ein solches abgeschieden wird, 


selbst nicht Traiger von SH-Verbindungen ist. Es besteht aber die 


_ Méglichkeit, daB bei Nahrungsfreiheit des Darmes auch die Sekre- 
‘tion recht gering ist oder ganz eingestellt wird, so daB ein etwa 
'vorhandenes Agens aus diesem Grunde sich einem Nachweis ent- 
}zieht. Durch Trinkung von Baumwolle mit einer Caseinlésung 
‘In geringer Konzentration wurde ein S-armes Futter geschaffen, 


welches durch seinen Gehalt an abbaufihigen Stoffen sicher die 


Sekretion in Gang bringen muf. Aber auch unter diesen Um- 


Stinden konnte man im Darm keine oder nur kaum erkennbare 


Reaktion bekommen. Setzte man dem Casein die Aminosiiure 


Cystin zu (in Pulverform), so wurde die SH-Reaktion im Darm- 


‘Saft viel deutlicher, wenn auch nie ganz so intensiv, wie bei 


10* 


Beitriige zur enzymatischen Histochemie. 189 

















140 K. Linderstrem-Lang und F. Duspiva, 


Fiitterung mit Schafwolle. Das mag wohl darin begriindet sein, 
daB yon der imprignierten Baumwolle im allgemeinen recht wenig 
gefressen wird, wozu noch die Schwerléslichkeit der Aminosiure iy 
Betracht gezogen werden muB. ‘Trotzdem die SH-Gruppen im 
Darmsaft fehlen, bleibt doch das Reduktionsvermégen erhalten, 
wie man durch Verfiitterung von Baumwolle, Casein und Redox. 
indicatoren zeigen kann. Das Ergebnis ist wieder ganz das 
gleiche, wie bei Verfiitterung von Schafwolle. Dazu muB be. 
richtet werden, daB in den Zellen des Mitteldarmes jederzeit 
Sulfhydrylverbindungen nachweisbar sind, offensichtlich reduziertes 
Glutathion vorhanden ist. Bei der Sekretion werden, wie von 
anderen Lepidopteren bekannt ist, Plasmaballen in das Darn. 
lumen abgegeben, die nun neben den Knzymen und anderem auch 
etwas von diesen SH-Verbindungen mitbringen kénnen. Ob aber 
diese geringen, kaum sicher nachweisbaren Mengen fiir die Reduk. 
tionswirkung verantwortlich zu machen sind, erscheint kaum glaub- 
lich. Wir sind vielmehr der Ansicht, da ein reduzierendes Ageus 
ohne SH-Gruppen im Darm vorhanden sein mub, welches bei der 
alkalischen Reaktion die Schwefelbriicke im Haar abbauen kann, 
Welcher Art freilich dieses reduzierende Agens ist, kann nicht 
niher beantwortet werden. Auf einen Punkt soll aber noch ver. 
wiesen sein. Es gelang sowohl in den Darmzellen, wie im Darn- 
saft mit Xanthydrol Krystalle zu erhalten, die ihrem Aussehen 
nach auf Dixanthylharnstoff schlieBen lassen. Kine Priifung 
des Schmelzpunktes u. a. steht noch aus. Vom Harnstoff und 
einigen verwandten Stoffen ist bekannt, daB sie das KiweiBmolekiil 
unter Erscheinungen der Denaturierung beeinflussen und zwar 
durch einen Mechanismus, welcher die Reduktion zur Sulfhydry!- 
gruppe in sich schlie8t [Hopkins*‘)]}. Wie weit diese Beol- 
achtung und Tatsachen fiir die Verdauung des Keratins Bedeutung 
haben, konnten wir bisher nicht klarstellen. 

Was das reduzierende Agens im Darmsaft betrifit, so mu! 
dieses durchaus nicht eine bestimmte chemische Verbindung seit. 
die mit den SH-Gruppen oder den Indicatoren spontan reagiert. 
Es besteht ja die Méglichkeit, daB ein enzymatisches System, 
beispielsweise nach Art der Schardinger-Reaktion vorliegt; 
also eine unbekannte Substanz dehydriert wird und ein Triger- 
system die Wasserstoffatome den Schwefelbriicken des Keratins 


iibermittelt. Solche Dehydrasen miissen nicht notwendigerweist & 
dem Raupenkérper entstammen. Es mag daran erinnert werdel§ 


daB im Darm Bakterien anzutreffen sind, die an der Reduktiou 
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 beteiligt sein kénnten. Die Versuche Titschacks!”), Raupen der 


Kleidermotten steril aufzuziehen, sind fiir die Frage nicht be- 


| weisend, da sie — wie der Autor selbst angibt — das Vorhanden- 


sein von Bakterien mit spezieller Ernaihrungsweise (Symbionten) 


nicht ausschlieBen kénnen, weil solche auf gewoéhnlichen Nihr- 


béden nicht wachsen. 

Die Arbeit wurde mit der Fragestellung begonnen, ob die 
Tiere ein auf Keratin spezifisch eingestelltes Enzym, eine Keratinase 
besitzen. Die Frage muB verneint werden, wenn man unter Kera- 


| tinase ein Enzym versteht, welches ausgesprochen auf Keratin und 


nur auf Keratin eingestellt ist. Auf der einen Seite spaltet das 
Tineolaenzym ja auch andere Substrate, auf der anderen sind 
schon bekannte Proteinasen befahigt, amorphes Keratin anzugreifen 
‘(Goddard und Michaelis'‘)], Dieses letztere bedeutet, dab 


| Keratin durch eine reduktive Vorbehandlung fiir die Wirkung 


solcher Proteinasen zugiinglich gemacht werden kann, eine Vor- 


behandlung, die wie oben hervorgehoben, im Tineoladarm statt- 


findet. Es liegt also in dem bisher mitgeteilten an und fiir sich 
kein Grund vor, der Jvneolaproteinase eine besondere Keratin- 
spezifitat zuzuschreiben. 

Kin Umstand mu aber in dieser Verbindung in Betracht 
gezogen werden. Beim reduktiven AufschlieBen des Keratins im 


| Tmeoladarm kommt es zur Bildung einer bedeutenden Menge von 


Sulfhydrylverbindungen. Seit der Arbeit von Grassmann’’) 
wissen wir nun, daB die gewéhnliche, auch in alkalischem Milieu 
wirksame Pankreasproteinase durch Thiolverbindungen schon in 


' der Konzentration 0,01n stark gehemmt wird. Es war deshalb 
von Interesse, die Empfindlichkeit der Tineolaproteinase Thiol- 


verbindungen gegeniiber zu untersuchen, indem es uns unwahr- 


 scheinlich vorkam, daB dieses Enzym ein ihnliches Verhalten 
zeigen kénnte. Wir fanden tatsiichlich auch, daB die Tvneola- 


proteinase im Gegensatz zur Trypsinkinase in ihrer Wirksam- 


keit Casein gegeniiber durch Sulfhydrylverbindung in der Kon- 
zentration 0,01 n nicht nachweisbar gehemmt wird. Erst bei 
| 0,05 n und 0,1 n tritt eine deutliche Hemmung ein (im letzteren 
| Fall 40°/,). Umgekehrt zeigt es sich, daB ein Keratinspaltungs- 
' versuch mit Thioglykolsiure als Reduktionsmittel und mit Trypsin- 
| kinase als Enzym véllig negativ ausfiel, obwohl das Enzym gegen 
Casein (ohne Thiol) dieselbe Wirksamkeit hatte wie ein vergleichs- 
rdev. iF 
ction & 


welse verwendetes J'neolapriparat. In diesem Verhalten der 
Proteinase gegeniiber Sulfhydrylverbindungen (und viel- 
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leicht Reduktionsmitteln im allgemeinen) liegt bei den Kleider- 
mottenraupen eine Anpassung des Enzyms an sein Sub- 
strat vor. 

Diese Eigenschaft des Enzyms erméglicht eine Wirksamkeit 
in einem Milieu, welches natives Keratin zu reduzieren vermag 
und damit dieses Substrat enzymatischer Kinwirkung zuginglich 
macht. Das reduzierende Agens aktiviert gewissermaBen das 
Enzym zur Keratinspaltung, und dieses System — Tvneola- 
proteinase und reduzierendes Agens — kann man schon mit 
einigem Recht als eine Keratinase bezeichnen. 


Versuche. 


1. Praparation der Darme und Herstellung der Enzympraparate. 
Zur Untersuchung gelangten erwachsene, etwa 8mm lange Larven. Zur 
Gewinnung der Dirme wurden den Tieren der Kopf und das letzte Segment 
abgeschnitten. Der Darm 1aBt sich dann leicht mit einer spitzen Nadel 
hervorziehen und mit Hilfe eines spitz zugeschnittenen Filterpapieres und 
Schleifen auf einer Glasplatte unter einem Binokular von der Hauptmenge 
des anhaftenden Fettkérpers und Blutes reinigen. 

Zur Bestimmung des Frischgewichtes des Darmes samt Inhalt wurde 
obige Priparation in einer feuchten Kammer vorgenommen. Die Wigung 
fand in iiblicher Weise auf der Mikrowage statt. 

















Tabelle 1. 
~ Datum Tate | Gewicht 
der Zahl Gewicht eines Darmes 
Priparation der Diirme in mg in mg 
10. I. 21 8,6 0,41 
20. I. 24 8,95 0,37 
2. IV. 36 15,1 0,42 











Die so priparierten und gewogenen Dirme wurden in 146cmm Glycerin: 
phosphatlésung (30 cem 88°, iges Glycerin + 5 cem m/15-KH,PO, + 5 ccm 
m/15-Na,HPO, mit Wasser aufgefiillt auf 100 ccm) verrieben, tiber Nacht 
im Eisschrank aufbewahrt und dann bis zur Klirung des Ungelésten ab: 
zentrifugiert. Die Lésung enthalt gemiB ihrer Herstellung eine Mischup; 
der Enzyme der Darmzellen, wie des Darmsaftes. 

Die so zubereitete Stammlésung wurde fiir alle Versuche verwendet 
bei denen das Enzympriparat nicht niher beschrieben ist. Unmittelbar vo! 
den Versuchen wurde die leicht opalisierende Lésung bis zur gewiinschtel 


Konzentration verdiinnt. 


2. Untersuchung der Proteinase. — Methode. Zur Bestimmuy; 
der Proteinasewirkung wurde versucht, die Titration mit Base in Alkohd 
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nach Willstatter fiir die Bedingungen der hier zur Anwendung gekommenen 
Mikromethode anzupassen. 


Bei der Wah! des Substrates waren vor allem 2 Gesichtspunkte mab- 
gebend. 1. Sollte das Protein gut spaltbar sein, und 2. sollte es eine ge- 
niigende Léslichkeit bei der zur Titration nétigen Alkoholkonzentration 
zeigen. Der letztere Punkt ist besonders zu beriicksichtigen, da ausfallende 
Eiwei8kérper sich bekanntlich selbst der Titration entziehen und auferdem 
Puffer in wechselnder Menge okkludieren und dadurch das Titrationsergebnis 
filschen, ferner durch Festhalten des Riihrers eine elektromagnetische 
Mischung unméglich machen. Da es bei der Mikromethode nicht méglich 
ist, durch eine bestimmte Erwirmung des Alkoholgemisches den Grad der 
Dispersitiit der Fillung giinstig zu gestalten, waren wir gezwungen, eine 
Liésung des Proteins anzustreben. Dieser Griinde halber wihlten wir Casein, 
das leicht gespalten wird und auBerhalb seines isoelektrischen Punktes in 
mifBig verdiinntem Alkohol loéslich ist. Eine Schwierigkeit bestand jedoch 
darin, daB Casein seine Alkoholléslichkeit schon bei der Anwesenheit einer 
miBigen Konzentration von zur Pufferung nétigen Salzen verliert, ausf allt 
und wiihrend der Titration bei Zusatz von Alkali nicht mehr vollstindig in 
Lésung zu bringen ist da die Titration wegen ihrer CO,-Empfindlichkeit 
nicht unnétig lange dauern darf. Auf eine Pufferung konnte andererseits 
nicht verzichtet werden, da bdekanntlich im Anfang der Spaltung gréBere 
Mengen eines sauren Phosphorpeptons frei werden, wodurch die Reaktion 
des Ansatzes iiber die zuliissigen Grenzen hinaus verschoben werden kénnte. 
Als brauchbarster Puffer erwies sich das von Wilistitter verwendete 
Gemisch von NH,—NH,Cl. Die Verwendung des fliichtigen NH, als Base 
ist nicht bedenklich, da Verluste bei der Titration nicht erfaBt werden. 
Die héchstmégliche Konzentration an Puffer wurde empirisch festgestellt. 
Um den Puffer nicht schon durch das Substrat zu belasten, wurde auf Grund 
der Kenntnis des Basebindungsvermégens nach Kondo'’) die NH,-Menge 
berechnet, die nétig ist, das Casein auf den gewiinschten pq zu bringen. 


Der Ansatz in seiner allgemeinen Form lautet: 


7 cemm Substrat: 6°/, Casein, Puffer (Gemisch von 0,1 n-NH, 
und 0,1 n-NH,Cl). py-Korrekturlésung. 


7 emm Enzymlésung. 


Das Substrat wurde durch geeignete Mischung folgender Stammlésungen 
erhalten: 

1. 12°/,ige Caseinlésung, hergestellt durch Auflésen von 12g Casein 
(Tammarsten) bei Gegenwart von 0,05 eem Octylalkohol mit 8 cem n-NH, 
und Auffiillen mit Wasser auf 100 cem. py der Lésung gleich 7 

2. Pufferlé6sung, Mischungen von 2n-NH, mit 2 n-NH,Cl, im Ver- 
hiiltnis a/b. 

38. Lésung zur py-Korrektur des Caseins, 2n-(bzw. 8n-)NH, 
oder zur Vermeidung einer so hohen NH,-Konzentration im Ansatz 
2 n-NaOH. 

Vor dem Versuch wurde die Substratlésung hergestellt durch Vermengen 
von 1 cem 12°/, iger Caseinlésung + 1 cem Puffer-p,,-Korrekturliésung. 


Sena 
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Die Puffer-py-Korrekturlésung wurde wie folgt erhalten: 1 cem Puffer- 
lésung ajb + ncem 2n-(8 n-)NH, oder n’ cem 2n-NaOH + restliches Wasser 
auf 10 cem. Die Zahlen a, b, n, n’ kénnen folgender Tabelle entnommen 


werden. 












































Tabelle 2 
Pa-Korrektur 
Pu rae? | 
i. a/b | __imit NH, | mit NaOH 
" ‘ n | 
tS ” ecm 2 n-NH,|cem 8n-Nii = em an n- 1-NaOi 

1 8,58 8,0 1/8 0,22 — 7 0,20 
2 9,19 | 8,7 1/2 — hf ll 0,32 
3 980 | 9,3 2/1 1s6 | — | 0,52 
4 10,10 9,6 4/1 3,00 | a | 0,60 
5 10,40 | 9,9 8/1 5,96 | ~ | 0,66 
6 11,00 | 10,5 32/1 na | ee | 0,76 


Die py-Werte der Ansiitze bei 40° wurden mit der Glaselektrode ge- 
prift. Saurer liegende Werte als py = 8 kénnen der Fillungen halber nicht 
mehr titriert werden. 


DieSpaltung wurde in den iiblichen Reaktionsgef Ben vorgenommen. 
Da eine Aufvahme von CO, durch den alkalischen Puffer tunlichst ver- 
mieden werden muBte, wurden als Stépsel mit Natronkalk gefiillte Réhrchen 
verwendet. Kontrollen wie iiblich*’). 


Die Sistierung erfolgte durch Zusatz der zur Titration ndtigen 
Menge von 0,13 ecm absolutem Alkohol, der den Indicator (Thymolblau 
0,05°/,) enthélt**). 

Die Titration wurde, wie in einer friiheren Arbeit beschrieben, mit 
einer 0,05 n-Tetramethylammoniumbydroxydlésung durchgefiihrt, bis zu 
einem blaugriinen Farbton, der durch Mischen von Methylgriin, S-Fuchsin 
und Pikrinsiure hergestellt werden kann. Das mit der Farbstofflésung be- 
schickte Vergleichsréhrchen behilt seine Farbe monatelang*). 

Die mit dieser Methodik erhaltenen Werte waren innerhalb 0,30 cemm 
iibereinstimmend. 


Ergebnisse. In den folgenden Tabellen (3 und 4) sind die Resultate 
einer Untersuchungsreihe zusammengestellt, die als Aufgabe hatte, die 
Beziehung zwischen Umsatz und py, bei der Caseinspaltung fest- 
zustellen. 

Die hohe NH,-Konzentration in dem einen Ansatz hat wider Erwarten 
keinen EinfluB auf den alkalischen Ast der Kurve gezeigt. Um den még: 
lichen Febler auszuschalten, daf in den alkalischen Ansiitzen bei der 
Spaltungstemperatur yon 40° eine merkliche Hydrolyse des Caseins eine 
Spaltung vortéuscht, wurden entsprechende Bestimmungen im Thermostat 
ohne Enzymzusatz ausgefiihrt, die aber von den normalen Kontrollen nur 
innerhalb der Fehlergrenze abwichen (Tab. 5). 
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Tabelle 3. 


pu-Korrektur des Caseins mit NH. 


in 7 cmm, entsprechend 0,05 Darmen. 
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Enzympriparat: Stammlésung vom 20.1. Verdiinnung 1:20. Enzymgehalt 


Spaltungszeit 2 Stunden. 





emm n/20-alkohol. (CH,),NOH 
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Tabelle 4. 
pu-Korrektur des Caseins mit NaOH. 


Enzympriparat wie Tab. 3. 


Spaltungszeit 2 Stunden. 


Pu b ialipnaiabacesil sceacseatamndial 

40° Kon- | yy: | Be | 
aie | Mittel | stimmung Spaltung 

8,0 23,44 23,32 27,18 3,82 
23,20 | 27,10 

8,7 20,08 19,99 | 24,42 4,46 
19,90 24,48 

9,3 14,56 14,68 19,36 4,74 
14,80 19,48 

9,6 12,58 17,38 
12,64 12,66 17,16 4,61 
12,76 —- 

9,9 11,26 15,46 
11,36 11,33 15,56 4,18 
11,38 — 

10,5 10,06 10,17 13,88 3,63 
10,28 18,72 
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25,24 
21,39 25,30 
25,20 
16,29 20,80 
20,82 
8,92 13,60 
6,05 10,50 
10,54 
4,00 8,16 
8,18 
2,48 6,30 


6,00 
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3,67 
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Tabelle 5. 





pH (409... . 9,3 9,6 9,9 10,5 


Hydrolyseversuche (Mittelwerte) | 14,66 | 12,71 | 11,37 | 10,34 
Hydrolyse . 2. «s+ 6 6 ss 0,02 0,05 0,04 0,17 


Den obigen Tabellen kénnen auch Zahlen zur Frage nach der Akti- 
vitat der Enzyme des Raupendarmes entnommen werden. Es ergibt sich 
fiir '/)9-Darm (= 0,02 mg Frischgewicht) die Fahigkeit aus einer 3°/, igen 
Caseinlésung in 2 Stunden bei 40° und py = 9,3 (Optimum) Carboxylgruppen 
iiquivalent 4,7 cmm 0,05 n-Base freizulegen. Oder mit anderen Worten, die 
extrahierbare Proteinasemenge eines Darmes geniigt fiir 20 Proteinase- 
bestimmungen mit einer SpaltungsgréBe, wie sie zur Aufstellung der py-Kurve 
verwendet wurde. 

Es lieB sich ferner zeigen, daB auch im Darmsaft eine hohe 
Proteinaseaktivitaét anzutreffen war. 

Aus 4 Dirmen wurde die peritrophische Membran pripariert, und in 
146 emm 30°/, Glycerin verrieben. 7 cmm der durch Zentrifugieren ge- 
reinigten Lésung ergaben unter obigen Bedingungen eine Spaltung Aqui- 
valent 2,93 cmm 0,05 n-Base, was dem Enzyminhalt '/, Darmsaftes entspricht. 
Die Angabe ist nur der GréBenordnung nach richtig, da es sehr schwierig 
ist — selbst unter dem Binokular —, eine peritrophische Membran voll- 
stiindig und ohne teilweisen Verlust an Inhalt freizulegen. 


3. Versuche tiber die Verdauung von Schafwolle. — Methode. 
Da es nachzuweisen galt, daB bei der Lésung von Keratin Peptidbindungen 
gespalten werden, muBte der Ansatz so gewihit werden, daB man die 
Titration sowohl in Aceton zur Bestimmung der Aminogruppen (nach 
Linderstrem- Lang), wie in Alkohol (nach Willstitter) zur Bestimmung 
der COOH-Gruppen ausfiihren kann, Als Anfangs p,, aller Ansiitze wurde 
10,1 gewihlt in Anlehnung an die Bedingungen im Darmkanal. 


Der Ansatz lautet: 0,28—0,31 mg Schafwolle. 
7 emm Glykokoll*)-NaOH-Puffer (Mischung 0,2 m-Lésungen, py = 10,1) 
eventuell 0,2 m-thioglykolsaures Na, py = 10,1. 
7emm Enzymlésung. 


Die als Substrat verwendete Schafwolle (ungewaschene australische 
Wolle) wurde erst griindlich mit Wasser gewaschen, getrocknet, mit Ather 
zur Entfernung des Wollfettes extrahiert, und neuerdings mehrfach ge- 
waschen und getrocknet. Es wurde auf diese Weise ein natives Keratin- 
priparat erhalten, das keinem gréberen chemischen Eingriff ausgesetzt war. 
Fiir die Versuche stellten wir auf dem Gefriermikrotom 5 u-Schnitte her, 
aber ohne vorherige Orientierung der Wollhaare. Von diesen Schnitten 
wurde eine Suspension in Wasser hergestellt, aus welcher mit einer nicht 
zu feinen Handpipette (ein enges Lumen ist unbrauchbar, weil sich Woll- 
lingsschnitte quer einklemmen und wie ein Sieb wirken) eine entsprechende 





*) Bei dieser Bestimmung mu8te der Ammoniak-Ammoniumchlorid- 
puffer durch Glykokollpuffer ersetzt werden, da die Filiichtigkeit des 
Ammoniaks Fehler bei der Acetontitration hervorruft. 
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Menge in die ReaktionsgefiiBe abgemessen wurde. Dieses Einpipettieren 
konnte bestenfalls mit einer in dem oben angegebenen Intervall liegenden 
Genauigkeit geschehen. Ferner ist die GréBe der Oberfliiche der Wolle in 
den einzelnen Proben nicht gleichartig. Da die Haare besonders in den 
Ansiitzen mit Reduktionsmitteln betriichtliche Mengen HCl verbrauchen, so 
ist in diesem Umstand ein Hauptfehler bei den Bestimmungen gelegen. 
Eine Differenz von 0,04 mg Wolle zweier Ansiitze entspricht im Titrations- 
ergebnis 1 cmm 0,05 n-HCl. Die Glischen wurden nach dem Einpipettieren 
senkrecht aufgestellt, damit die Haarschnitte sedimentieren, und dann in 
einem Exsiccator im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 

Fir die Titration nach Willstatter wurde der Ansatz mit 0,13 ecm 
absolutem Alkohol sistiert. Fiigt man den Alkohol auf einmal zu, so ist 
infolge sehr starker Ausfillung des halbverdauten Proteins eine Titration 
unméglich. Es wurde deshalb zuerst 0,03 cem Alkohol zugesetzt, gut ver- 
riihrt und erst dann die restliche Menge einpipettiert. Eine Fiillung kann 
dadurch zwar nicht verhindert werden, sie fallt aber feiner und flockiger 
aus und stért in diesem Zustand nicht so sehr, vor allem ist die Riithrung 
erméglicht. Der Ansatz enthidlt soviel Base, daB in den Kontrollansitzen 
der Indicator iiber den Endpunkt der Titration umschligt, so dab mit HCl 
zuricktitriert werden mu8. Die stark alkalischen Ansitze ziehen CO, be- 
sonders gierig an, so daf bei der Titration besondere Vorsicht und sebr 
rasches Arbeiten notwendig war. Die Genauigkeit dieser Bestimmungen 
ist demnach sehr gering. 

Die Titration in Aceton nach Linderstrem-Lang ist durch den 
Umstand erschwert, daB das geléste Keratin in Aceton unldslich wird, 
wenn die Reaktion alkalischer ist, als der verwendete Umschlagspunkt von 
Naphthylrot anzeigt. Daher muBte die zur Bestimmung von Peptiden aus- 
gearbeitete Mikromethodik in einigen Punkten modifiziert werden. Die 
‘Titration wird nimlich erméglicht, wenn man bei der Sistierung mit der 
automatischen Pipette soviel Siure zusetzt, dab die Reaktion ausgesprochen 
sauer ist. Anfinglich wihrend der Sistierung ausgefallenes Keratin ver- 
quillt bald. Die Titration erfolgt dann mit Base zum iiblichen Umschlag, 
Das vor der Titration zugesetzte Aceton darf nicht stirker als 90°/, sein, 
wenn die Lésung klar bleiben soll. Zur Sistierung wurde je nach der 
Konzentration des Ansatzes 0,06—0,1 n-alkohol. HCl (33 cmm) verwendet. 
Hoher darf die Konzentration der Siure nicht genommen werden, weil dann 
die Fehler der automatischen Pipette zu stark ins Gewicht fallen. 

Auf dieselbe Weise, — durch Vorlegen eines Uberschusses an HCl 
bei der Sistierung — lieB sich auch bei Verwendung von Casein als 
Substrat die Acetontitration verwenden. Eine Bedeutung gewinnt diese 
Methode, wenn es gilt, eine Caseinspaltung bei Zusatz von Sulfhydryl- 
verbindungen zu messen. Durch Dissoziation dieser Verbindungen beim 
Umschlagspunkt des Thymolblau wird die Willstitter- Titration unscharf. 
Ferner sind Verluste an H,S méglich, welche als Siure wohl von der 
Willstitter-, nicht aber von der Aceton-Titration erfaBt werden. 

Die Genauigkeit der Methode liegt bei Verwendung ldslicher Proteine 
(Casein, Goddard-Michaelis-Keratin) innerhalb von (0,2 cmm, bei Ver- 
wendung von Schafwolle ist infolge der Schwierigkeit gleiche Mengen von 
Wolle einzumessen, die Genauigkeit geringer. Die Werte kénnen in 
schlimmen Fallen um 0,8 cmm 0,05 n Base auseinanderliegen, was in den 
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Proben mit Thioglykolsiure auftritt, wo gréBere Mengen von Keratin in 
Reaktion treten. Soleche Werte wurden aber, da sie sich nur vereinzelt 
vorfinden, nicht in die Tabellen aufgenommen. 


Ergebnisse. 


a) Wirkung der Proteinase in Ansitzen ohne Reduktionsmittel. 
Tabelle 6. 


Ansatz bei py = 10,1: 0,3 mg Schafwolle; 7cmm Puffer (5,5 ecm 
m-Glykokoll + 22,5 cem 0,2 m-NaOH, aufgefiillt mit Wasser auf 50 ccm): 
7cemm Enzymlésung (Priparat vom 2.1V., 1:10 verdiinnt, Enzymgehalt 


von 0,2 Dirmen). Bestimmung: Titration in Aceton. Sistierung 0,06 n-HCl. 


Spaltungszeit 4 Stunden. 40° 





emm n/20-alkohol. (CH,),NOH 














Kontrollen Mittel Bestimmungen | Mittel | Spaltung 
5,04 | 5,66 | | 
5,38 5,23 | 5,00 | «5,26 | =0,08 
5,20 5,26 | 
5,30 | 5,12 | 





Tabelle 7. 


Ansatz bei py = 11,5: 0,3 mg Schafwolle; 7 cemm Puffer (1,25 cem 
m-Glykokoll + 9,1 eem 0,2m-NaOH + 9,65 cem Wasser); 7emm Enzym- 
lésung (Priiparat vom 2. IV., 1:10 verdiinnt, Enzymgehalt von 0,2 Dirmen). 
Spaltungszeit 9 Stunden, sonst wie Tab. 6. 





emm n/20-alkohol. (CH,),NOH 











Kontrollen | Mittel 'Bestimmungen Mittel | Spaltung 
3.14 | 2,78 
2.98 3,09 | 2,84 2,78 | 0,36 
3,08 | 2.60 | 
3,16 | 2,70 


Spaltung eines léslichen Keratinpriparates nach Goddard 
und Michaelis. Fir die Ausfiihrung der Bestimmung ist die Erscheinung 
maBgebend, daB die Keratinlésung nur bei hoher Alkalitait so diinnfliissig 
ist, daB sie sich pipettieren liBt. Die Lésung wird schon bei py = 10 
schleimig. 


Tabelle 8. 


Ansatz: 7emm Keratinlésung (0,16 g dialysiertes Keratin nach Goddard 
und Michaelis wurde in 2,8 cem n/10-NaOH gelést und auf 4 cem mit 
Wasser aufgefiillt; p,;,; der Lésung 11,7 (20°); deutliche Nitroprussidreaktion) : 
7emm Glykokoll-Enzymlésung (n mol Glykokoll + Enzymlésung, entsprechend 
0,2 Diirmen). Bestimmung: Titration in Aceton. Zeit 2 Stunden. 40°. 
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Pu a ee ae —_—__—— 
40° Glykokoll Kon- |  ; Be- | , | 
(40°) y trollen | Mitel dtiaegen Mittel | Spaltung 
4,46 | | 1,06 | 
9,32 0,079 4,54 | 4,50 | 1,08 110 | 3,40 
- ; 1,18 | | 
| | 
6,56 | | 2,80 
9,50 0,063 6,54 | 6,56 | 280 280 | 38,76 
6,58 | | 280 | 
9.34 | 5,34 | 
9,83 0,043 9,16 9,238 | 5,28 5.29 | 3,94 
9,26 | | 5,26 | 
10,28 | | 6,82 | 
10,0 0,035 10,12 | 10,21 6,30 | 684 | 887 
10,24 | | 640 | 








Spaltungsversuch mit dem kiuflichen Keratin nach Unna 
(Merck). Im Gegensatz zu einem nativen Keratin (Wolle) ist dieses Priiparat, 
welches in der Medizin fiir Darmpillen Verwendung findet, schon bei 
niederer Alkalitét léslich. Die Lésung ist dunkelbraun gefirbt und gibt 
keine Nitroprussidreaktion. Dieses Keratin hat eine gewisse Abnlichkeit 
mit einem oxydierten Goddard-Michaelis-Keratin. Es ist wie dieses 
durch Proteinasen spaltbar, wenn auch etwa 5—7 mal schlechter als Casein. 


Tabelle 9. 


Ansatz: 7cmm Keratinlésung (0,32 g Keratin nach Unna gelist 
in 2,8 eem n/5-NaOH, Glykokoll zugefiigt bis zur Konzentration 0,04 m und 
aufgefiillt mit Wasser auf 8 ccm); 7cmm Enzymlésung (verwendet wurden 
zwei gegen Casein bei p;; = 9,9 auf gleiche Spaltung eingestellte Priiparate: 
linevla-proteinase und Trypsinkinase). Zeit 3 Stunden. 40°. 




















emm n/20-alkohol. (CH,),NOH 
Enzym ee. Be- l i er oe 
Kontrollen = Mittel , | Mittel | Spaltung 
stimmung | | ' 
8,62 | 222 | | 
Tineola 8,76 | 3,66 202 | 215 | 1,51 
8,62 | 7 | | 
8,76 | 220 | 
Trypsin 3,88 382 | 240 | 298 | 41,54 
3,76 | 298 | 
3,88 | 2,24 








b) Wirkang der Proteinase in Spaltungsansitzen mit Reduktionsmitteln. 
Bei Verwendung von LiSH zur Reduktion. 
Tabelle 10. 
Ansatz: 0,3 mg Schafwolle; 7cmm Puffer + 0,04 m-LiSH (0,5 cem 


1,6 m-Glykokoll + 0,45 cem 1,6 n-LiOH + 0,1 cem 1,6 n-LiSH + 0,95 cem 
Wasser). 7cemm Enzymlésung (Enzymgehalt von 0,1 Dirmen). Reaktions- 
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zeit 18 Stunden. Kontrollen: hitzeinaktiviertes Ferment. 40°. Bestimmungs- 
methode: Titration in Alkohol mit Base. 











emm n/20-alkobol. (CH,),NOH 











Kontrollen Mittel | Bestimmung Mittel Spaltung 
5,00 | | 8,30 | | 
4,96 | 4,99 | 8,34 8,42 | 3,43 
5,00 | 8,62 | 


Bei Verwendung von Thioglykolsiure zur Reduktion. 


Tabelle 11. 
Vergleich der bei der Spaltung auftretenden NH,- und COOH-Gruppen. 
Ansatz: 0.3 mg Scbhafwolle; 7 cmm Pufferlésung + Reduktionsmittel 
(0,2 m-thioglykolsaures Na, 0,168 m-NaOH und 0,12 m-Glykokoll); py = 9,9; 
7emm Enzymlésung (Enzymgehalt von 0,3 Dirmen). Reaktionszeit 4 Std. 
40° Kontrollen: hitzeinaktiviertes Enzym. 

















emm n 20-alkohol. (CH,),NOH 
Bemerkung | oe ie A ee ee 
Kontrollen | Mittel | .,. Mittel Spaltung 
| siimmung 
: . a | wae 0,02 i | a | _ 
Titration ’ ’ 
7,14 | 7,08 0,68 0,33 6,75 
in Aceton 700 030 | 
ae 018 | 6,70 
Titration = | 4h salen o 
in Alkohol — 0,44*) | — 0,09 6,60 6,65 6,74 
0,00 | — | 
Autolyse | oe | 9 
Werte Se 12,80 | | 1 2,60 | | 0,20 
Enzymlésung: Enzymgehalt von etwa 0,2 Dirmen. 
664 | | 3,00 | 
Titration 7,00 | 6,90 3,14 | 3,09 3,81 
in Aceton 6,86 | | 38,22 | 
7,10 3,02 
—1,10*) | 1,98 
Titration — 1,60 | —1,38 2,10 2,02 3,40 
in Alkohol —1,44 | 2,06 | 
— | 1,94 





*) Titriert mit n/20-alkohol. HCl. 


Spaltung von Schafwolle bei Verwendung der Proteinase 
des Darminhaltes. 


Tabelle 12. 


Ansatz wie Tab. 11. Enzympriparat: Jede Spaltung wurde mit dem 
Extrakt eines ganzen Darminhaltes durchgefiihrt. Reaktionszeit 7 Stunden. 
40°. Bestimmungsmethode: Titration in Aceton. Sistierung: 0,1 n-alkohol. 
HCl. In jede Probe wurden vor der Titration auBerdem noch 10 emm 
n/20-alkohol. HCl pipettiert. 
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Beitriige zur enzymatischen Histochemie. 





emm n/20-alkohol. (CH,),NOH 














_Kontrollen | | Mittel | Bestimmung | Mittel z ‘Spaltung 
17,02 | 262 | 
16,82 | 16,94 | 2,98 | 2,92 | ~ 14,02 
17,00 | 3,16 | 


Dieses Beispiel soll ferner zeigen, daB es sich bei der Liésung von 
Schafwolle wirklich um eine enzymatische Spaltung handelt. Man kann 
mit geniigend starken Enzympriiparaten Spaltungen in beliebig groBem 
Ausma8 erhalten. In den Réhrchen, die aktives Enzym enthalten, diuBert 
sich die enzymatische Wirkung schon nach der ersten Stunde in einer 
langsameren Sedimentationsgeschwindigkeit der Haarschnitte. Spiiter er- 
folgt tiberhaupt keine Sedimentation mehr und der Inhalt des Reaktions- 
tropfens wird fast klar, die Haarschnitte also durchsichtig. Im Mikroskop 
erkennt man dann, daB die Rindenschicht weitgehend gelést ist. 

Vergleich der Wirkung von Tmeolaproteinase und Trypsinkinase 
auf Schafwolle bei Gegenwart von Thioglykolsiure. 


Enzym- { 7ineola: 7cmm Extrakt entsprechend 0,1 Dirmen, 
lésungen | Trypsin: 7 cmm 0,3°/, Glycerinextrakt aus Pankreatin-Merck. 


Tabelle 13. 


Priifung der beiden Enzymlésungen auf ihre Wirkung gegen Casein unter 
Verwendung des Ansatzes wie Tab. 3, Nr. 4. Reaktionszeit 1 Stunde. 40°. 





























' Be- ; 
Enzym Kontrollen| Mittel stimmung Mittel Spaltung 
11,22 15,40 
Pankreatin 11,32 11,27 15,22 15,28 4,01 
os 15,24 
Tineola 11,30 11,26 15,36 15,26 4,00 
11,22 15,16 


Priifung gegen Schafwolle, im iiblichen Ansatz. Bestimmungsmethode: 
Acetontitration. Reaktionszeit 8 Stunden. 40°. 


7,56 7,24 
Pankreatin 7,38 7,48 7,78 7,52 0,04 
7,52 7,56 
7,78 8,52 
Tineola 7,58 7,58 3,76 3,72 3,86 
7,40 3,88 

















Priifung gegen Casein-Thioglykolsiiure. 
Ansatz: 7cmm Substratlésung (4 °/, Casein, 0,093 n-NaOQH und 0,2 m-thio- 
glykolsaures Na). Reaktionszeit 1 Stunde. 40°. ‘Titration in Aceton. 


14,40 13,94 
Pankreatin 14,36 14,31 14,16 14,09 0,22 
14,18 14,18 
14,28 11,96 
Tineola 14,40 14,28 11,72 11,90 2,38 
14,18 12,04 
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Beitrige zur enzymatischen Histochemie. 1 


Eine Priifung des py-Verlaufes bei der Reduktion des Keratins ergab 
folgendes. Beim Zusammenbringen der Lésung, die den Puffer und die 
Thioglykolsiure enthilt, mit der Schafwolle betriigt der py der Aufschlim- 
mung bei 40° 9,97, nach 5 Minuten 9,85 und nach 35 Minuten 9,80. Dieser 
Wert hilt sich dann 2 Stunden konstant. Die Messung der p,,-Werte er- 
folete mit einer Glaselektrode. Wihrend des py-Abtriebes ist Keratin in 
geringer Menge in Lésung gegangen, wovon man sich durch Ansiiuern des 
Filtrates mit Essigsiiure tiberzeugen kann. 


4, Fiitterungsversuche zur Ermittlung des Reduktionsvermégens 
des Darmsaftes. Fiir Versuche in vivo sind Indikatoren erwiinscht, die 
einen Farbumschlag zeigen, da Anderungen in der Farbnuance auch bei 
weehselnder Schichtdicke und Kouzentration der Farbstofflésung leichter 
zu erkennen sind, als die Intensitétsunterschiede der von farblos zur Farb- 
stufe umschlagenden Indicatoren. Hier li8t sich mit voller Sicherheit unter 
den angegebenen Umstiinden eigentlich nur zwischen Entfairbung und Farb- 
stufe unterscheiden, wobei es nicht zu vermeiden ist einen etwa zu 90°/, 
entfiirbten Indicator als gefirbt zu betrachten. Was die Redoxindicatoren 
betrifft, so gehéren die meisten der gebriiuchlichen negativen Farbstoffe zu 
dem letzten Typus. Ob eine teilweise Reduktion stattfand ist dann nur 
auf diese Weise zu erfahren, daB man O, zutreten lift und die Intensitiits- 
zunahme beobachtet. Dieser Versuch ist aber nur mit gefirbten festen 
Kérpern méglich, nicht mit Lésungen, etwa Darmsaft, da die Anderungen 
der Schichtdicke beim AusflieBen — nach Anstechen — jeden Vergleich 
unméglich machen. Deswegen waren wir bestrebt, das Futter mit dem 





‘arbstoff durchzufiirben. 


Bei Schafwolle bestand eine Schwierigkeit darin, dab mit Ausnahme 
von Methylenblau in schwach alkalischer Lésung kein anderer Farbstoff 





durchfirben wollte. Eine friiher zufillig gemachte Beobachtung, da8 pg-Indi- 


catoren reduzierte Wolle leicht anfirben, half uns dariiber hinweg. Die Wolle 
wurde nun mit thioglykolsaurem Na bei py =11 und 40° bis zur Quellung 
behandelt, darauf kurz aber méglichst griindlich abgespiilt und mit der Farb- 
stofflésung (1: 10000) behandelt (einige Stunden), dann griindlich gewiissert. 
DaB diese Behandlung der Wolle keinen EinfluB auf die Resultate hat, 
wurde durch Parallelversuche mit nativer Wolle, auf der die Indicatorlésung 
angetrocknet wurde, auszuschalten versucht. Das Resultat war das gleiche, 
wie man an den Farbumschlag zeigenden Indigosulfonaten erkennen 
konnte. 


Die Versuche mit Baumwolle als Futter wurden wie folgt vorbereitet. 
Die zur Verwendung gelangte Watte wurde mit einer 6°/, Casein-NaOH- 
Lisung (pp = 7) getriinkt, welche den Indicator geldést enthielt (1: 10000). 
Die Baumwolle konnte nicht durchgefirbt werden. Wir lieben daher etwas 
von der Caseinlésung antrocknen und konnten also nur die Farbe des 
Darmsaftes beobachten. 

Jeder Versuch wurde mit 10 Larven angesetazt. 


Die mit Gallophenin als Indikator angesetzten Versuche ergaben einen 
l‘arbumschlag des Indicators nach Violett im Darmsaft. Eine Priifung 


dieses Farbstoffes in Boratpuffern nach Sérensen ergab, daB der Indicator 


bei py = 9,6 umzuschlagen beginnt und von pq = 10 an eine ausgesprochen 








violette Farbe annimmt, die mit steigendem py immer rotlicher wird. Die 
a” 
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Beobachtung bestitigt die mit einer Glaselektrode am Darmsaft ausgefiihrten 
Messungen, die im Durchschnitt Werte von 9,9, in einzelnen Fallen bis 
10,2 ergaben. 


5. Untersuchungen iiber die Sulfhydrylreaktion des Darminhaltes 
bei Fitterung mit S-armer Nahrung. Baumwolle (Watte) wurde mit 
6°/, Casein-NaOH (py 7) getriinkt und getrocknet. In einem Parallelversuch 
wurde in der Caseinlésung Cystin fein suspendiert. Die Lésungen wurden 
von der Wolle nur ablaufen gelassen, nicht abgepreBt. Die getrocknete 
Wolle wurde etwas zerfasert, um den Tieren das Fressen zu erméglichen. 

Das Reagens auf Sulfhydryl war wie folgt zusammengesetzt: 

In 100 cem einer konzentrierten Lisung von (NH,),SO, wurden 5 ¢ 
Nitroprussidnatrium gelést und kurz vor Gebrauch einige Tropfen konzen- 
triertes NH, zugesetzt. 


Tabelle 15. 


Sulfhydrylreaktion nach Fiitterung mit Baumwolle—Casein. 

















Proto- Ausfall der Reaktion 
koll Art und Menge der $$$ $$$ 
Nr aufgenommenen Nahrung innerhalb der peri- | nll 
NT. trophischen Membran | Darmepithel 

1 | Md. in seiner ganzen Liinge - | + 

mit Baumwolle gefiillt (blaBrot) 
2 reichlich gefiillt - + 
3 desgl. ~ + 
4 gesel. a + 
5 wenig Inhalt (+) 

schwache Farbung oo 

6 desgl. (+) | + 

7 reichlich gefiillt - 
auBerhalb peritroph. (+) 
Membran: + | 
8 wenig Inhalt — | (+) 
9 ganz gefiillt ~ (+) 
10 teilweise gefiillt (+) | + 
Sulfhydrylreaktion nach Fiitterung mit Baumwolle—Casein—Cystin. 
1 | Md. in seiner ganzen Liinge ++ | + 
gefiillt blaurote Farbe | 

2 sehr wenig Inhalt ++ | + 
3 desgl. + + (+) 
kein Inhalt - | (+) 

b desgl. _ | (+) 
6 sehr wenig Inhalt + | (+) 

deutlich rot 








Von 14 weiteren in dieser Versuchsserie gepriiften Tieren hatten 10 
nichts gefressen, daher gab ihr Darmsaft keine oder (+) Reaktion, 4, die 
etwas Baumwolle zu sich nahmen, gaben ++ Reaktion. 
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hrten 
tile Zusammenfassung. 

: 1. Sowohl in den Darmzellen wie im Darmsaft ist eine sehr 
altes § wirksame Proteinase anzutreffen, die Casein bei p, = 9,3 optimal 


mit F spaltet (2 Stunden 40°). 


¥ a} 
“im | 2. Die Proteinase hat auf native Wolle weder im Optimum 
cnete noch beim p,, des Darmsaftes (9,6—10,2) eine Wirkung. Die 
-hen, alkalische Reaktion des Darmsaftes befihigt allein nicht zur 
_ § Keratinspaltung. 
a 3. Der Darmsaft von Tieren, die Wolle gefressen hatten, gibt 
- eine positive selr intensive Nitroprussidreaktion, die jedoch nicht 
auftritt, wenn die Tiere entweder nicht gefressen haben oder mit 
| S-armer Nahrung (Baumwolle—Casein) gefiittert wurden, aber 
— wieder eintritt, wenn Cystin dieser Nahrung zugesetzt wird. 


4, Die Nitroprussidreaktion ist negativ, wenn der Darmsaft 
| mit Wolle gefiitterter Tiere einige Minuten der Luft ausgesetzt 

thel wurde. Der SH-tragende Stoff ist autoxydabel. 
5. In Spaltungsansitzen mit Wolle bei p,, = 10 und Zugabe 
t) von Reduktionsmitteln (LiSH und Thioglykolsiure) beobachtet man | 
eine Auflésung der Wolle unter Freisetzung fquivalenter Mengen | 
NH,- und COOH-Gruppen, womit die Spaltung von Peptidbindungen : 
erwiesen ist. 


6. Im Mitteldarmlumen lebender Tiere ist ein Reduktions- 
zustand vorhanden, der sich durch Verfiitterung von Redoxindicatoren 
nachweisen laBt. Der Reduktionszustand ist nicht an das Vor- 
handensein gréBerer Mengen von SH-Verbindungen gekniipft, bleibt Hi 
also auch bei Tieren, die mit Baumwolle—Casein gefiittert wurden, 
erhalten. Damit ist die Existenz eines reduzierenden Agens er- 
wiesen. 


ee 





7. Die Proteinase von Tineola ist bei der Spaltung von Casein 


in geringem Mafe SH-empfindlich. ‘Trypsinkinase ist in dem 
Reduktionsmilieu, das zum Aufschlu{ von Keratin notwendig ist, 
unwirksam. 


8. Die Raupen von Tineola besitzen also eine Keratinase, | : 
wenn man darunter ein System versteht, welches aus einer in a 
einem Reduktionsmilieu wirksamen Proteinase mit alkalischem 
Optimum und einem reduzierenden Agens besteht, das die Mizellar- 
10 §  struktur des Keratins abbricht, und so das Protein der Enzym- 
” wirkung zuginglich macht. 
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Die freie Diffusion von Nucleinsdiuren und Mononucleotiden 
als Mittel zur Bestimmung ihrer Molekilgré8e. 


k Il. Unter besonderer Beriicksichtigung der MolekiilgréBe 

des Pentosepolynucleotids aus Pankreas nebst einer Bemerkung 
929), iiber die MolekiilgréBe der Co-Zymase. 

Von 


K. Myrbiick und E. Jorpes. 


yer 

‘ (Aus dem Biochemischen Institut der Stockholms Hégskola 

4 und der Chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts zu Stockholm.) 

asi (Der Schrifileitung zugegangen am 30. September 1935.) 

et Nach der analytischen Feststellung !) des besonderen Charakters 


der Pentosenucleinsiiure aus Pankreas unter den Polynucleotiden 
' schien es wiinschenswert, den Befund durch eine Ermittelung der 
135), MolekiilgréBe zu bekriftigen. Im Gegensatz zu den zwei anderen 
' Polynucleotiden, der Thymo- und der Hefenucleinsiure, die vier 
Mononucleotide enthalten, schien diese Nucleinsiure aus fiinf 
Mononucleotiden, drei Purin- und zwei Pyrimidinnucleotiden, auf- 
sebaut zu sein. 

Infolge der Schwierigkeit die Substanz zu reinigen, und be- 
sonders durch die starke [onisation der Nucleinsiuren waren 
weder die osmotischen Methoden noch die Sedimentation im 
Zentrifugalfeld anwendbar. Es wurde deshalb die Diffusionsmethode 
versucht in der Hoffnung, jedenfalls einen relativen Wert fiir die 
MolekiilgréBe zu erhalten. Die Kigenschaften der Pankreasnuclein- 
siiure machten es unwahrscheinlich, daB hier eine Mischung von 
sleichen Teilen der Hefenucleinsiure und Guanylsiure vorliegen He |: 
konnte. Die Diffusionsversuche zeigten auch, da dies nicht der | 
Fall ist, indem die Pankreasnucleinsiure eine bedeutend langsamere 
Diffusion aufwies als die Hefenucleinsiure. Die Versuchsergeb- 
nisse waren wertvoll fir die Beurteilung der Verwendbarkeit der 
Diffusionsmethode zur Ermittelung der MolekilgréBe. Der groBe 
Kinflu8 auf die Diffusionsgeschwindigkeit der eigenen elektrischen 
Ladung und vor allem fremder Elektrolyte wurde sehr deutlich 
demonstriert. 
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Experimentelles. 


Die Diffusionsversuche wurden in Apparaten nach Oholm?) ausgefiihrt, 
Die Apparate waren an eingebauten Stativen befestigt und in einem Keller 
aufgestellt, wo die Temperatur bei 20 + 0,1° konstant gehalten wurde. Sperr- 
fliissigkeit war Quecksilber. Nachdem die Temperaturunterschiede wibrend 
einiger Stunden ausgeglichen waren, lie} man die Nucleinsiurelésung langsam 
hinunterflieBen; sie bildete unter dem Wasser bzw. der Kochsalzlésung eine 
scharf begrenzte Schicht. Nach einer geeigneten Diffusionszeit (etwa 4 Tagen) 
wurde zuerst das Quecksilber sehr langsam abgezapft, dann wurde die 
wiBrige Lésung schichtweise in passenden MeBkolben, 4 x 10 cem, auf. 
gefangen, und die Nucleinsiuremenge in den verschiedenen Schichten mittels 
Gesamtphosphorbestimmung nach Pregl] bestimmt (3 Parallelproben pro 
Schicht). Ausrechnung der Diffusionskoeffizienten mittels der Tabellen von 


Kawalki%). Der Ubersichtlichkeit halber haben wir auBerdem das schein- - 


bare Molekulargewicht gemi8 der Gleichung M = = ausgerechnet, ohne 
daB wir zur Frage iiber die Anwendbarkeit dieser Gleichung iiberhaupt 
Stellung nehmen. Der Raumersparnis wegen werden keine Primiirzahlen 
angefiihrt. 

Bei Versuchen mit hochmolekularen Substanzen muB, wenn grobe Ge- 
nauigkeit erzielt werden soll, die Diffusionszeit lang sein. Andererseits aber 
machen sich bei langer Diffusionszeit mehrere Fehlerquellen bemerkbar. 
Unter anderem tritt vor allem in den kochsalzarmen Lésungen leicht In- 
fektion ein. Da wir aus diesem und anderen Griinden verhaltnismaBig kurze 
Diffusionszeiten wihlen muBten, hatte dies zur Folge, daB nicht immer 
siimtliche aus den vier Schichten erhaltenen x-Werte fiir die Berechnungen 
anwendbar gewesen sind. Meistens waren die aus der zweiten Schicht von 
unten erhaltenen Werte unanwendbar. Dies ist indes nicht nur bei hoch- 
molekularen Substanzen der Fall und beruht selbstverstindlich darauf, dab 
die Konzentration sich in dieser Schicht bei maéBig langen Diffusionszeiten 
mit der Zeit nur sehr langsam dindert. In einigen Fallen waren die Werte 
fiir die oberste Schicht nicht anwendbar, was deutlich darauf beruht, dai 
die Konzentration in dieser Schicht zu klein war. 

Die verwendeten Diffusionsapparate wurden bei friiheren Gelegenheiten 
oft mit bekannten Substanzen gepriift. Der Sicherheit halber wurden jedocl 
parallel mit einigen Nucleinsiureversuchen auch Versuche mit Substanz von 
bekanntem Molekulargewicht gemacht. Hierzu wurde Rohrzucker verwendet, 
der polarimetrisch bestimmt wurde. Drei Versuche gaben die Werte 334, 
350, 332 (theor. 342), also wie gewéhnlich sehr gute Werte. 


Versuche 
mit Hefenucleinsiure bei verschiedener Aciditit. 


Versuche hatten gezeigt, daf die Diffusionsgeschwindigkeit 
bei der Hefenucleinsiure mit der Kochsalzkonzentration stark 
variiert. Bevor die Sache genauer untersucht wurde, wurden Ver- 
suche bei verschiedener Aciditiét angestellt, da es natiirlich denk- 
bar ist, daB ein so kompliziert gebauter Elektrolyt wie eine 
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Die freie Diffusion von Nucleinsiuren und Mononucleotiden usw. 16] 


Nucleinsiure die Diffusionsgeschwindigkeit mit der Dissoziation 
stark Andern kénnte. Die Léslichkeit der Hefenucleinsiiure be- 
grenzt jedenfalls das Acidititsgebiet, in welchem derartige Ver- 
suche ausfiihrbar sind. Bei den folgenden Versuchen enthielten 
die Lésungen (sowohl die Diffusionsfliissigkeit als die Nucleinsiure- 
lésung) 1°/, Kochsalz. Zu den Versuchen wurde eine 4°/,ige 
Lisung von Mercks Hefenucleinsiure verwendet. 





Pu Ko M (cheinban 


3,2 0,188 0,170 1460 1700 
5,0 0,190 0,189 | 1360 1370 
6,5 0.176 0,193 | 1580 1310 








Die Werte zeigen also keinen deutlichen Gang mit der Aci- 
ditaét, sondern stimmen so gut iiberein, wie man bei Versuchen 
dieser Art erwarten kann. Der Diffusionskoeffizient variiert dem- 
nach innerhalb des untersuchten Gebietes kaum, trotzdem die 
Dissoziation der Siure stark geindert werden mub. Der Einflub 
des Neutralsalzes ist wahrscheinlich so gro (vgl. unten), da es 
die Abhangigkeit vom p,, verdeckt. 


Versuche mit Hefenucleinsiure bei verschiedenen 
Kochsalzkonzentrationen in der Diffusionsfliissigkeit. 




















Kochsalzkonzentration °/, k,, M (echeinbar) 
0 0,363 0,388 370 480 
0,25 0,225 0,216 970 1050 
0,5 0,238 0,212 900 1090 
1 0,193 0,200 1310 1280 
2,5 0,194 0,184 0,181 1300 1445 1490 
5 0,174 0,163 0,151 1620 1840 2159 


Versuche mit Pankreasnucleinsdure 
bei verschiedenen Kochsalzkonzentrationen. 


Entsprechende Versuche mit Pankreasnucleinsiure in etwa 
denselben Konzentrationen sind in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellt. Zu den Versuchen wurden neutrale Liésungen 
von gereinigter Pankreasnucleinsiure, frei von EKiwei8 und Thymo- 
nucleinséure, verwendet. Diffusionsfliissigkeit: Wasser oder Koch- 
salzlésung. 
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Kochsalzkonzentration °/, Kes M (scheinbar) 
0 (0,343) 0,249 0,222 (415) 790 660 
0,25 0,169 0,154 1720 2070 
0,5 0,143 0,135 2380 2690 
1 0,135 0,132 2690 2810 
1,5 0,120 3400 
2.5 0,109 0,103 0,118 4150 4620 3800 
5 0,109 0,097 4100 5200 
5 0,111 0,107 4000 4250 











Die besonders starke Kinwirkung, welche die Neutralsalz. 
konzentration auf die Diffusionsgeschwindigkeit ausiibt, geht aus 
der Tabelle deutlich hervor. In einer 1°/,igen NaCl-Lésung 
wurden Werte erhalten, die dem theoretischen fiir Hefenuclein- 
siure, 1303,9, sehr nahe lagen. 

Aus den zwei letzten Tabellen ist auch ersichtlich, daf sich 
die zwei Nucleinsiuren bei der freien Diffusion ganz verschieden 
verhalten. 

Vergleichshalber wurde eine Reihe Untersuchungen mit Sub- 
stanzen von gleichartigem Bau, aber mit niedrigem und gut be- 
kanntem Molekulargewicht angestellt. Hierzu wurden krystallinische 
Praparate von Guanylsiure (Mol.-Gew. 363,25) baw. Hefeadenylsiure 
(Mol.-Gew. 347,2) verwendet. Die Guanylsiure wurde direkt be- 
nutzt, die Adenylsiure nach Neutralisation der Lésung. 


Guanylsiure. 











°/, Kochsalz Keo M (scheinbar) 
~— 0,419 0,489 0,485 | 278 204 259 
1 0,364 871 
5 0,294 0,295 567 562 


Die Versuche ergeben also, dafi auch im Falle der Guanyl- 
siure die Kochsalzkonzentration einen ziemlich starken EinfluB hat. 


Ahnliche Versuche wurden mit Hefeadenylsiure (ganz oder | 


teilweise neutralisiert) ausgefiihrt. Zuerst wurden zwei Versuche 
bei verschiedenem p,, und ohne Kochsalzzusatz ausgefiihrt. Wie 
ersichtlich ist auch hier der EinfluB der Aciditiit unbedeutend, 
warum die iibrigen Versuche bei p,, 6,0 ausgefiihrt wurden. 
Sowohl bei der Guanyl- wie bei der Adenylsiure ist also die 


Abhingigkeit von der Salzkonzentration deutlich. Sie ist jedoch | 


keineswegs so groB wie bei den hochmolekularen Nucleinsauren. 
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ar) Pu °/,-NaCl kg M (scheinbar) 

360 4,8 sh 0,469 228 

0 7,2 _ 0,450 241 

0 6,0 0,5 0,391 0,362 320 874 

0 6,0 1 0,370 0,869 358 362 
6,0 2 0,360 0,357 817 386 

3800 6,0 5 0,325 0,327 462 457 

) 

; Zusammenfassung. 





Die vorliegenden Versuche veranschaulichen zwei besonders 
wichtige Faktoren, die bei der Anwendung der Diffusionsmethode 
fiir Molekulargewichtsbestimmungen beobachtet werden miissen. 
Erstens iibt, wie erwartet, die eigene elektrische Ladung der unter- 
suchten Substanz einen ausschlaggebenden EinfluB aus. So wird 
das scheinbare Molekulargewicht bei Diffusion in reinem Wasser 
fir Adenyl- und Guanylsiure ungefaihr die Hialfte und fiir Hefe- 
nucleinsiure etwa ein Drittel des richtigen, wihrend Nichtelektro- 
lyte, wie Saccharose, ein richtiges Molekulargewicht geben. Zweitens 
iiben Salze einen sehr grofen hemmenden EinfluB auf die Diffusion 
dieser Elektrolyte aus, einen Kinflu8, der um so gréfer wird, je 
gréBer das Molekulargewicht ist. Infolgedessen kénnen mit ioni- 
sierten organischen Verbindungen nur relative Werte erhalten 
werden. Das Molekulargewicht laBt sich nur bei einem Vergleich 
mit bekannten Substanzen von 4hnlicher Struktur und mit der 
gleichen Ionisationstendenz schatzen. Hierbei mu8 der Salzgehalt 
in der Liésung beriicksichtigt werden. 

Eine solche Méglichkeit bietet ein Vergleich der Pankreas- 

J nucleinsiure mit der chemisch nahe stehenden Hefenucleinsiure. 

Wie aus den Tabellen hervorgeht, verhilt sich die Pankreas- 
nucleinsiure ganz anders als die Hefenucleinsiure mit einer be- 
deutend langsameren Diffusion, welche durch eine erhéhte Salz- 
ryl- #konzentration kraftiger beeinfluBt wird. Hieraus ergibt sich, dab 
nat, @ die Séure aus gréBeren Molekiilen besteht als die Hefenucleinsiure, 
der @was auch die chemische Analyse voraussetzt. Fiir eine Penta- 
che @ nucleotidstruktur, wie die Analyse ergeben hat, berechnet man 
Vie @das Molekulargewicht zu 1649. In der Salzkonzentration, 1 °/,- 
nd, @ NaCl, welche mit Guanyl-, Adenyl- und Hefenucleinsiure Werte 
nahe den theoretischen gegeben hat, erhalt man fiir die Pankreas- 
lie @ nucleinsiure einen Wert von etwa 3000. Ob dieser als ein Aus- 
ch § druck einer Vereinigung zweier Pentanucleotidkomplexe zu einem 
oder nur als Resultat eines gesteigerten Salzeffektes auf das 
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gréBere Pankreasnucleinsiuremolekiil aufgefaBt werden darf, last 
sich schwer entscheiden. Jedenfalls haben die Versuche eine 
deutliche Antwort auf die zentrale Frage gegeben, nimlich dat 
die Pentosenucleinsiure im Pankreas keine Mischung von Hefe- 
nucleinsiure und Guanylsiure sein kann, sondern als ein eigener 
Typus unter den Polynucleotiden zu betrachten ist. 

Die Versuche mit Mononucleotiden, insbesondere die mit 
Hefeadenylséure, haben nun auch ein gewisses Interesse fiir die 
Frage tiber die MolekiilgréBe der Co-Zymase. Auch in diesem 
Fall kam bisher fiir die Molekulargewichtsbestimmung eigentlich 
nur die Diffusionsmethode in Betracht. Zu den theoretischen 
Unsicherheiten der Methode kommt dabei aufSerdem, daB die 
Bestimmung der Stoffmengen in den Schichten durch eine wenig 
genaue Methode (der Girungsaktivierung) geschehen mu8. Von 
Euler und Myrbick*) wurden Werte von rund 500 gefunden. 
Myrbick®) zeigte spiter, da die Diffusion in 5°/,iger Kochsalz- 
lésung keine sehr groBe Anderung des Diffusionskoeffizienten be- 
dingt. Méglicherweise kann dies damit in Beziehung gesetzt 
werden, da die Co-Zymase eine einbasische und weniger stark 
dissoziierte Siure ist als die Adenylséure. Jedenfalls scheinen 
die obigen Versuche dafiir zu sprechen, daB das wahre Molekular- 
gewicht der Co-Zymase nicht sehr weit von 500 legen kann. 
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Beitrige zum Schicksal der Acetessigsaure 
im tierischen Organismus”). 


Von 


Richard Stéhr. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitit Innsbruck.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Oktober 1935.) 


I. Atmungsversuche mit Acetessigsdiure an iiberlebenden Organschnitten. 


Snapper und Griinbaum’) haben in Arbeiten, die mehrere 
Jahre zuriickliegen, das Verhalten der Acetessigsiiure bei der 
Durchstrémung der Leber, der Niere und des Muskels (Versuche 
an Hunden und Schafen) untersucht und kamen dabei zu folgenden 
Ergebnissen: in der Leber werden 50—60°/, der Acetessigsiure 
in #-Oxybuttersiiure umgewandelt, der Rest bleibt bis auf einen 
geringen Bruchteil unveriindert; hingegen ist in der Niere und im 
Muskel die gebildete Menge der f#-Oxybuttersiiure nur sehr klein, 
dafiir ,,verschwinden* aber im Nierenversuch 45—73°/,, im Muskel- 
versuch sogar bis 80°/, der Siéiure. Nihere Angaben iiber das 
Schicksal der Acetessigsiiure in den beiden letzteren Organen 
werden nicht gemacht. Lediglich beziiglich der Niere bemerken 
die Autoren, daB diesem Organ ein besonderes Abbauvermégen 
fiir Acetessigsiiure und 6-Oxybuttersiure, die ihnliches Verhalten 
in der Niere zeigten, zugeschrieben werden muff. Da bei einem 
Abbau der Acetessigsiure in erster Linie an einen oxydativen 
Vorgang zu denken ist, schien es von Interesse, die Sauerstoff- 
aufnahme iiberlebender Organschnitte von Leber, Niere und Muskel 
(Zwerchfell) der Ratte bei Gegenwart dieser Siiure in der Warburg- 
apparatur zu messen. 

Unsere Versuche, die in der Tab. I zusammengefaft sind, 
ergaben, daB Konzentrationen von 1, 2 und 4 mg Acetessigsiure 
(als Natriumsalz) pro cem Ringerphosphat nach Krebs‘) bei 
der Leber und der Niere atmungshemmend, beim Zwerchfell 
atmungssteigernd wirken. Die Versuche lieBen somit die fiir einen 


*) Zugleich III. Mitteilung der ,,Beitriige zur Frage der Glykogen- 
bildung aus niederen Fettsiiuren mit gerader Kohlenstoffanzah|“ (Mitteilung | 
und II" %), 
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Tabelle I. 


Einflu8 von Acetessigsiure auf die Atmung iiberlebender Organschnitte 
(Leber, Niere und Zwerchfell). 








Acet- 
essigs. 


pro 
ecm 


mg 


bo bo 


He oe ue 


we oe de 


Abnahme (—) bzw. Zunahme (+) 


Gesamt-O,-Verbrauch 
pro mg Trockengewicht 




















d. Atmung gegeniiber d. Kontrollen 
in emm pro mg Trockengewicht 
1. Stde. |2. Stde. 3. Stde.| 4. Stde.| Yer 


+1,04 
$96 
— 6,07 


— 2,46 
— 0,27 


— 2,30 | 
—0,22 | 
—0,93 | 





such 


a) Leber (Hungertiere). 








—38,14 | —3,74 —4,64 | 26,97 
—2,44 —244 —4,70 | 30,18 
—2,20 | —2,20 | —3,42 | 32,44 
—3,05 | —3,01  —4,58 | 80,14 
—0,72  +0,83 —3,10 | 39,62 
—2,26 —1,40 | —0,98 | 36,93 
b) Leber (Normaltiere). 
—2,91 | —6,44 | 34,55 
—1,67 | —1,04 | —1,81 | 43,14 
—0,98 | —5,10 | 36,83 
—3,16 | —3,47 | —8,59 | 35,12 
—3,62 | —3,74 , —4,28 | 84,87 
—4,28 | —4,88 | —5,60 | 31,52 
—4,22 | —4,51  —3,45 | 28,93 
~4,79 | —5,10 | —3,77 | 27,76 
c) Niere. 
+1,19 | +1,57 | +1,18 | 54,62 
—3,73 | —4,92 | —2,13 | 53,94 
+0,04 | +4,80 | +1,74 | 76,54 
—0,56 | —0,07 | —0,75 | 45,24 
—1,63 | —0,47  +0,36 | 61,92 
-1,838 —1,19 48,96 
—1,38  —0,62 | 51,72 
—0,20 +1,02  +2,12 | 66,60 
—0,71 | +0,84 | +0,84 | 66,71 
—1,35 | —8,42 | —6,24 | 64,75 





Kon- | Diffe- | 
trolle | renz 
| 42,86 | —15,89 
42,86 —12,68 

| Mittel 


| | 
| 42,86 | —10,42 | 
43,83 | — 13,69 | 


Mittel 


| 48,83 | — 4,21 | 
| 43,83 | — 6,90 | 


Mittel 


43,36 | — 8,81 
49,96  — 6,82 


43,86 | — 6,58 
44.26 | — 914 
Mittel 
4996  —15,09 
19,96 | —18,44 
44,26 | — 15,33 
14,26 | —16,50 
| Mittel 
47,88 + 6,47 
10,04 —16,10 | - 
Mittel 


68,92 | + 17,62 
50,388 | — 5,14 
69,73 — 17,81 


Mittel . 


Mittel — 


Diff, 


pro Stde. 


— 3,97 
— 8,1 
—3,57 
— 2,60 
— 3,42 
—3,01 
—1,05 
- 1,72 


—1,35 
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Acet- Abnahme (—) bzw. Zunahme (+) Gesamt-O,-Verbrauch 

essigs. | d. Atmung gegeniiber d. Kontrollen Trock “ol 

pro Jin emm pro mg Trockengewicht pro mg trockengewicht 
ecm rs grace Staclaseac.| Wer | Kou-| Diffe- | Dit 

> 9 > Stde. | 2 | ; 5 
d) Zwerchfell. 

1 | +2,41 | +3,25 | +2,67 21,55 | 13,22 |+ 833 | +2,78 
1 | +1,41 | +0,94 | 41,95 26,31 | 22,01 + 4,30 +1,43 
+2,56 | +1,13 | +0,50 26,93 | 22,74 + 4,19 +1,39 
—0,39 | +1,75 | +1,75 43.10 | 39,99 | + 3,11) +1,04 
1 | —1,23 | +0,68 | +0,68 40,12 | 39,99 + 0,13 | +0,04 
Mittel +1,34 
2 | 42,98 | +263 | +0,41 20,91 | 14,89 + 6,02) +2,01 
2 +3,29 | +2,70 | 23,18 | 17,19 | + 5,99 + 3,00 
2 +1,50 | +0,17 | 28,34 | 26,67 + 1,67) +0,84 
2 | 40,73 +021 | +0,21 2434 | 23,19 + 1,15 +0,38 
2 +0,44 | —0,66 | —0,66 83,56 | 34,44 | — 0,88 —0,29 
| Mittel +1,19 
4 +2,27 | +2,31 | +1,45 30,11 | 24,08 | + 6,03 | 42,01 
4 | +1,82 | +1,65 | +3,60 28.70 | 2218 + 657) +2,19 
| —— 
Mittel +2,10 








gesteigerten oxydativen Abbau der Acetessigsiure notwendige 
Mehraufnahme von Sauerstoff in der Leber und in der Niere 
nicht erkennen, wohl aber im Zwerchfell. Die von Wiggles- 
worth) beobachtete Atmungssteigerung in Leberschnitten der 
Ratte durch Acetessigsiure (4 mg pro ccm) konnte nicht bestiitigt 
werden. Was nun das Verschwinden der Acetessigsiure in der 
durchstrémten Niere im Versuch yon Snapper und Griinbaum 
betrifft, so kénnte man vielleicht — soweit Schliisse von einer 
liergattung auf die andere zulissig sind an eine andere Form 
der Umwandlung der Acetessigsiiure denken, bei der der Sauer- 
stoff nur eine untergeordnete Rolle spielt*). Der Befund eines 
Abbaues der Acetessigsiure in der Muskulatur deckt sich gut 
mit den klinischen Beobachtungen bei diabetischer Acidosis, bei 
der das rasche Verschwinden der Ketonkérper unter dem Einflusse 
von Insulin und Glucose eine breite Basis, wie sie die Muskulatur 
darstellt, erfordert. 





*) Kin solecher Weg ist in vitro unter physiologischen Bedingungen 
durch ,,Ketol-Bildung nach Henze®) aus Acetessigsiiure und Methylglyoxal 
gegeben. Beziiglich der Umwandlung dieses Ketols in Glykogen im tierischen 
Organismus vgl.*). 
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II, Versuche iiber Glykogenbildung aus Acetessigsaure. 


Geelmuyden§’) ging bei seinen Versuchen iiber die Un. 
wandlung von Fett in Kohlenhydrat von der theoretischen Uber- 
legung aus, daB Fettsiuren mit gerader Kohlenstoffanzahl nur 
bei Gegenwart von Kohlenhydrat in Zucker iibergehen kénnen, 
Tatsiichlich fand er auch bei phlorrhizinvergifteten Tieren, welche 
gleichzeitig Kohlenhydrat erhalten hatten, nach Verfiitterung von 
Essigsiiure, Buttersiure und Acetessigsiure im Harn mehr Extra- 
zucker als der mitverfiitterten Kohlenhydratmenge entsprach. In 
friiheren Untersuchungen?) konnten wir zeigen, daB auch bei 
normalen, nicht mit Phlorrhizin vergifteten Tieren (Ratten), welche 
24 Stunden gehungert hatten, ein Ubergang von Essigsiure und 
Buttersiiure in Glykogen méglich ist, wenn gleichzeitig Glucose 
gegeben wurde. So wiesen die Versuchstiere, welche diese Sauren 
plus Glucose erhalten hatten, fast durchweg héhere Glykogenwerte 
in der Leber auf als die Kontrollen, denen dieselbe Menge Zucker 
allein verabreicht worden war. Verfiitterung der Siuren ohne 
gleichzeitige Glucosegaben fihrte zu keiner Glykogenbildung. 
Diese Versuchsergebnisse standen somit mit den von Geelmuyden 
gemachten Beobachtungen im Einklang und bestiitigten seine 
Uberlegungen. Die Umwandlung der Buttersiure in Kohlenhydrat 
erklirten wir durch ,,Ketol“-Bildung nach Henze®) aus der inter- 
mediir entstandenen Acetessigsiure. 

Es war nun die Frage offen, ob unter gleichen Bedingungen 
auch nach Verfiitterung von Acetessigsiiure eine vermehrte Glykogen- 
bildung in der Leber eintritt. Von 12 Versuchen verliefen 11 jedoch 
negatiy und nur 1 Versuch positiy (Tab. II). Ein Ubergang von 
Acetessigsiiure in Zucker war somit mit dieser Versuchsanordnung 
nicht nachweisbar. 

Dazu méchten wir bemerken, da das Ausbleiben einer Glykogen- 
mehrbildung in der Leber vielleicht in erster Linie auf gewisse Schwierig- 
keiten zuriickzufiihren ist, die Fiitterungsversuche als solche einschlieBen. 
Es besteht sicherlich ein Unterschied, ob eine Substanz im Stoffwechsel als 
Zwischenprodukt (Acetessigsiure) gebildet wird, die in statu nascendi sofort 
eine weitere Umwandlung erfihrt und sich dadurch harmonisch in den all- 
gemeinen Stoffwechsel einkleidet, oder ob der Organismus mit diesem Zwischen- 
produkt gleichsam iiberschwemmt und dadurch in seinem Stoffwechselgleich 
gewicht gestért wird. Obwohl Essigsiure und Buttersiiure nach dem heutigen 
Stand unserer Kenntnisse als Zwischenprodukte beim Abbau der Fettsiuren 
aufzufassen sind, darf man sich wohl vorstellen, daB der Organismus bei 
Verwertung dieser Substanzen insofern iiber die Méglichkeit einer Regulie- 


rung verfiigt, als er die Bildung der Acetessigsiiure aus ihnen zu kontrollieren 
imstande ist. Die von uns gewiihlte Versuchsanordnung hitte demnach zu 
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einem Erfolg fiihren kénnen, muBte es aber nicht. Vielleicht libt sich 
aber der eine positive Versuch (Wurf Nr. 2 in Tab. II) so deuten, daB unter 
besonders gliicklichen Verhdltnissen — die allerdings der Kontrolle im 
Experiment entzogen sind — ein experimenteller Nachweis im Bereich der 
Moglichkeit liegt. 

Tabelle II. 


Leberglykogen bei hungernden weiblichen Ratten, 3 Stunden nach der Ver- 
fiitterung von Glucose (0,1 bzw. 0,2 g) und Acetessigsiure (0,2 g neutralisiert 
mit Na,CO,) bzw. von 0,2—0,3 g Athylester. 















































x Kontrollen Versuchstiere ii 
& —— 7 |] 488, 
= 5 |e | 5 = Ace. |g ea 55 
> ia 8is | + 1) 2 | 4, | essigsiure 5D Ge80.8 
eo | @ oO | @ we | a ro) MS am 
a of & | So a | a® | | wo id mu gis 
ole el, | o8 bs » | &e | | aq > wae gs 
uo) oe o | os — o | 93 | & | SN | — fea o & Ss = 
bs ao] 2 5D ne - | ry BO SSRHS 
Sigs (os) § |L/SS| Blige 8 | SHeou 
E/2°) 4 7° = air | A] ge 2 HAS 
El< [TN | HX IN inne mt 
5 | | | 
a te] eh] | ¢ |e} 6 | oe | Bo 
1/72 | 2 | 02 | 1,182 | 2 | 0,2 | 0,25 1,178 +0,046 
2] 72] 2 | 0,2 | 0,874 | 2 | 0,2 | 0,25 1,468 +0,594 
3] 72 | 2 | 0,1 | 0,789 | 2 | 0,1 | 0,25 | 0,326 — 0,463 
4/73 | 3 | 01 | 0,592 | 3 | 0,1 | 0,25 | 0,251 — 0,341 
5] 76} 3 | 0,1 | 0,614 | 3 | 0,1 | 0,30 0,304 — 0,310 
6] 75 | 2 | O01 | 0,543 | 2 | 0,1 | 0,20 0,059 — 0,484 
7| 74] 2 | 01 | 0,491 | 2] O12 | 0,2 | 0,251 — 0,240 
8| 78 | 2 | 01 | 0,626 | 3 | 0,1 0,2 | 0,395 — 0,231 
9] 77] 3 | 01 | 0,706 | 4 | 01 | 0,2 | 0,139 — 0,567 
10] 77] 2 | 0,2 | 0,247 | 3 | 01 | 0,2 | 0,134 —0,113 
11! 68 | 2 | 02 | 0,452 | 2 | 02 | | 0,2 | 0,170 — 0,282 
12] 67 | 4 | 02 | 1,141 | 4 | 0,2 | 0,2 | 0,650 —0,491 


Beschreibung der Versuche. 


I. Atmungsversuche. Beziiglich der Methodik verweisen wir auf 
eine friihere Arbeit®). Das Na-Salz der Acetessigsiure wurde nach den 
Angaben von Ljunggren”) dargestellt. Zur Entfernung von Aceton wurde 
die Lésung vor dem Versuch durchliiftet und der Gehalt der Lésung an 


Acetessigsiure mit den iiblichen Methoden jodometrisch bestimmt. Die | 


Konzentration der Acetessigsiure betrug pro Kubikzentimeter Ringerphos- 
phat nach Krebs‘) 1, 2 und 4 mg. Beziiglich der in Tab. I enthaltenen 
Werte ist zu bemerken, da8 siimtliche Zahlen sich auf 1 mg trockene Organ- 
substanz beziehen. Die in den einzelnen Versuchszeiten eingesetzten Zahlen 
stellen die Abweichungen von den Kontrollen dar, Hierbei ist Atmungs- 
hemmung mit einem negativen Vorzeichen, Atmungssteigerung mit einem 
positiven Vorzeichen gekennzeichnet. Ferner enthilt die Tabelle den 
Gesamtsauerstoffverbrauch der Versuchs- und Kontrollschnitte, die Differenz 
aus diesen beiden Zahlen und das sich daraus ergebende Mittel fiir den 
ganzen Versuch. Ein wesentlicher Unterschied in der Atmung glykogen- 
reicher und glykogenarmer Leberschnitte konnte nicht festgestellt werden. 
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II. Fiitterungsversuche mit Acetessigsaure. Die Methodik und 
die Versuchsanordnung war die gleiche wie bei den Versuchen mit Essig- 
siiure und Buttersiiure'*), An jener Stelle wurden auch die Griinde fiir 
die ausschlieBliche Verwendung von Wiirfen mit weiblichen Ratten mit- 
geteilt. Siimtliche Versuche gelangten an weiBen bzw. scheckigen Ratten 
zur Durchfiihrung, die alle der eigenen Zucht entstammten, unter gleichen 
Bedingungen aufgewachsen waren und vor der Einstellung in die Versuche 
24 Stunden gehungert hatten. Versuchs- und Kontrolltiere gehérten immer 
dem gleichen Wurfe an. Weif8e und scheckige Ratten wurden nach Még- 
lichkeit gleichmiéBig auf die Versuchs- und Kontrolltiere verteilt. Die Acet- 
essigsiiure wurde teils als Na-Salz (vgl. oben), teils als Athylester gegeben. 
Die verfiitterte Menge betrug pro Tier: bei der Siure 0,2 g, beim Ester 
0,2—0,3 g und bei der Glucose 0,1 bzw. 0,2 g. Die Tab. II enthiilt die 
Mittelwerte des Leberglykogens der Versuchs- und Kontrolltiere (ausgedriickt 
in g-°/, pro 100 g Leber) sowie die Differenz aus diesen beiden Zahlen. 


Zusammenfassung. 

Es wurde in der Warburgapparatur der EjinfluB der Acet- 
essigsiure auf die Atmung iiberlebender Organschnitte (Leber, 
Niere und Zwerchfell der Ratte) untersucht. Hierbei wirkte Acet- 
essigsiure in einer Konzentration von 1, 2 und 4mg pro Kubik- 
zentimeter Ringerphosphat auf die Leber und die Niere atmungs- 
hemmend, auf das Zwerchfell atmungssteigernd. 

Fiitterungsversuche mit 0,2 g Acetessigsiure (als Na-Salz) 
baw. 0,2—0,3 g Acetessigsiure-iithylester bei Gegenwart von 
Glucose vermehrten den Glykogengehalt der Leber der hungern- 
den Ratte nicht. Das Ergebnis wurde im Zusammenhang mit 
friiheren Untersuchungen diskutiert. 
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Adrenalin im Gift von Bufo arenarum. 


Von 
Venancio Deulofeu. 


(Aus dem Instituto de Fisiologia, Facultad de Medicina, Buenos-Aires.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Oktober 1935.) 


Novaro?) hat als erster uf Grund von physiologischen Ver- 
suchen und einigen Farbenreaktionen, auf die Méglichkeit hin- 
eewiesen, daB das Gift der argentinischen Kréte (B. arenarum) 
Adrenalin enthalt. Dies fand eine Stiitze in dem Umstand, daf 
vor Jahren Abel und Macht?) bei einer tropischen Kréte (B. agua) 
Adrenalin in ziemlicher Menge isolieren konnten. Viele Jahre 
darauf, als Chen, Jensen und Chen’), einen neuen Versuch 
unternahmen, um die in der Ausscheidung von B. arenarum 
enthaltenen Wirkstoffe festzustellen, konnten sie Novaros Befunde 
bestitigen, jedoch ohne Adrenalin zu isolieren*), AuBerdem fanden 
sie zwel Basen, welche den Blutdruck schwach steigerten und die 
sie Areno Bufotenine A und B nannten. Jiingst teilte Jensen 
in einer kurzen Ver@ffentlichung mit‘), daB es ihm gelungen sei, 
Adrenalin aus der Ausscheidung von B. arenarum und von 
B.regularis zu isolieren. Wieland, Konz und Mittasch’), 
welche ebenfalls das Gift von B. arenarum untersuchten, haben 
kein Adrenalin darin gefunden, was méglicherweise dem Umstand 
zuzuschreiben ist, da& diese Substanz bei dem Trocknen der Haut 
dieser Tiere, welche als Untersuchungsmaterial diente, zerstort 
wurde. Sie haben einwandfrei bei diesem Gift die blutdruck- 
steigernde Indolbase Bufotenin festgestellt, ferner das Bufothionin 
von unbekannter Natur, welches zum erstenmal von Wieland 
und Vocke’) bei der japanischen Kréte gefunden wurde. AuBer- 
dem fanden sie Spuren anderer Basen. 


1) C. r. Soc. Biol. 88, 371 (1923). 2) J. of Pharmacol. 5, 319 (1912). 

5) J. of Pharmacol. 49, 1 (1933). 

4) Chen, Jensen und Chen erwiihnten, da8 das Adrenalin von Dr.Sor - 
delli (Buenos-Aires) aus dem Gifte des Lb. arenarum isoliert wurde. 
Hierbei handelt es sich aber insofern um einen Irrtum, als Dr. Sordelli 
nur fand, da8 Adrenalin-Farbreaktionen positiv ausfielen. 

5) J. of Biol. Chem. 109, 44 (1935). 

6) Liebigs Ann. 613, 1 (1934). ’) Liebigs Ann. 481, 231 (1930). 
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Die Gegenwart von Bufotenin in dem Gift von B. arenarum 
| verschleiert einige Adrenalinreaktionen, weil es auch den Blutdruck 
steigert und, da es eine Phenolgruppe enthilt, positiv reagiert 
gegen einige Adrenalin-Farbreagentien. Kine Bufoteninlésung gibt 
| jedoch mit Eisenchlorid die griine Farbténung nicht, wodurch sie 

sich von Adrenalin unterscheidet. 

Es gelang auch uns, Adrenalin aus dem Gifte von B. are- 
' narum in reiner Form zu erhalten, so daB kein Zweifel iiber sein 
! Vorkommen in demselben besteht. Es wurde durch einen Ver- 

gleich seiner physikalischen und chemischen HKigenschaften mit einem 
reinen, aus den Nebennieren gewonnenen Produkt identifiziert. Die 
Isolierung des Adrenalins bestitigt die Leichtigkeit, mit welcher 
diese Tiere neue Hydroxyle in den Benzolkern einfiihren. So 
entstehen durch diese Einfiihrung das Bufotenin und das Adrenalin. 











ve 
: Beschreibung der Versuche. " 
{ 45 g¢ gut getrockneten Giftes von B.arenarum wurden in einem “a 
Soxhletapparat zuerst mit Ather und dann mit Chloroform extrahiert, bis fi 
/ die Extraktionsfliissigkeit keinen Riickstand mehr gab. Der unlésliche Teil ' 
wurde in 500 cem Wasser aufgelést; seine schleimige Liésung wurde mehr & du 
mals mit einem Gemisch von Ather und Chloroform extrahiert. Die beiden al 
Fliissigkeiten wurden durch Zentrifugieren getrennt. An ihrer Beriihrungs J \. 
fliche entsteht ein Niederschlag, scheinbar geronnenes Protein. Wenn diese “ 
Extraktion beendigt ist, wird die leicht mit Essigsiiure angesiuerte wiaBrige a 
Lésung mit noch mehr Wasser verdiinnt und mit basischem Bleiacetat 
langsam behandelt, bis bei neuem Zusatz kein Niederschlag mehr entstand. ge 
Dann wurde filtriert und sofort ein Schwefelwasserstoffstrom durchgeleitet. v 
Darauf filtriert man das Bleisulfid ab, siuert die Lésung mit Essigsiure an Sy 
und konzentriert sie im Vakuum auf ungefihr 100 cem unter Ausschaltung §& ; 

von Sauerstoff. Nach mehrmaliger Extraktion mit Chloroform und Ather §& 
i wird die Konzentrierung fortgesetzt fast bis zur Trockne. : o@ 
Das so erhaltene Produkt wird mit sehr wenig Wasser verdiinnt, & he 
{ Petrolither zugefiigt, um den Kontakt mit der Luft zu vermeiden, und ver- ° 
| diinntes Ammoniak zugegossen. Es bildete sich sofort ein Niederschlag sis 
| der, anfinglich schmierig, bei Aufbewahrung im Eisschrank erhiirtete. Die wl 
iiberstehende Fliissigkeit wurde abgetrennt und der Niederschlag mit Essig: J *‘ 
ester behandelt; die unléslichen Bestandteile wurden filtriert und der — ™ 
Lésung verdiinntes Ammoniak zugefiigt. Es fiel ein krystallinisches, gelb [fF M 

gefiirbtes Pulver aus; wenn man die Behandlung wiederholt, erhilt man ein 
wei8es Produkt, das mikroskopische Nadeln zu Rosetten vereinigt. Schmelz- 4 
punkt 211—212°. Mit aus Nebennieren gewonnenem Adrenalin gemischt, " 
‘ keine Depression. Ausbeute 18 mg. 
Drehung (in 5n-HCl. [e]p = me ME = — 50,6° : 7 
" bD  0,0158 x 2 .- 
Die iiblichen Adrenalinreaktionen (Eisenchlorid, Alkalieinwirkung, 

Eolins Reaktiv, usw.) fallen positiv aus. B 











EinfluB des Schilddriisenhormons 
ribt auf den Vitamin C-Stoffwechsel. 
sie Von 

Johann Mosonyi. 































res Me |} —=— gia 
ein (Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét Budapest.) 
er- | (Der Schriftleitung zugegangen am 25. Oktober 1935.) 
em = 
Die Ks konnte von Gabbe'), Schréder’) nachgewiesen werden, 
her da8 C-Vitamin unter pathologischen Verhiltnissen stiirker ver- 
So fF braucht wird und also der Kérper voriibergehend an C-Vitamin 
in, verarmt. Da es bei den Oxydo-Reduktionsprozessen beteiligt ist, 
und das Schilddriisenhormon den Sauerstoffverbrauch steigert, 

| lag der Gedanke nahe, daB eine gesteigerte Thyroxinverabreichung 
‘” @  eventuell zu einem gesteigerten inneren Verbrauch von C-Vitamin 
se ' fithren kénne. Es wurde daher in den vorliegenden Versuchen 
i, durch Verabreichung von Thyroxin bzw. Extraktum Thyreoideae 
len an Ratten und Meerschweinchen der C-Vitamingehalt in den | 
¢s- @ Nebennieren und in der Leber untersucht. Ferner wurde auch Wie 
“ an Ratten, welche zur C-Vitaminsynthese fahig sind, der Ascorbin- | 
tat siuregehalt derselben Organe nach Exstirpation der Schilddriise | 
id. —  geprift, um auf diese Weise dariiber Aufschlu8 zu gewinnen, | 
et. welchen Einflu8 die Schilddriise auf den Umfang der C-Vitamin- pee 
‘n §  synthese bei der Ratte hat. | 
Methodik. Die Versuchstiere, 200—300 g schwere junge Meer- | / 

_  schweinchen, wurden auf Griinfutterkost gehalten. Das Schilddriisen- 4 
nt, (| hormon wurde in Form von Thyroxin bezw. Extraktum Thyreoideae 2 bis 
- [© Tage hindurch subcutan verabreicht. Weil die Tiere bei Verabfolgung ‘a 
ag von Schilddriisenhormon (0,5 mg Thyroxin oder 1cem Extraktum Thyreoideae 
ie Richter“ taglich) nicht mehr fraben, verloren sie bis zum Ende des Ver- ' 
o- suchs 80—50 g ihres K6rpergewichts. Diese Gewichtsverminderung ist f 
natiirlich eine Folge der Schilddriisenhormon-Wirkung, der gegeniiber das 
»D Meerschweinchen besonders empfindlich ist. 
in Die Ratten wurden bei C-vitaminfreier Nahrung gehalten, und 2 bis ' 
z- f+ Wochen nach Exstirpation der Thyreoidea, als die Operationswunde | 
t &§ vollstiindig geheilt war, durch Entbluten getotet. ' 
. Der Ascorbinsiiuregehalt der Organe wurde titrimetrisch nach Till- | 

mans-Harris*) bestimmt. 
1) Klin. Wschr. 1934, 1389. *) Klin. Wschr. 1935, 484. 

> &§ 8) Tillmans, Z. Unters. Lebensmitt. 63, 241, 267 (1932); Harris, 


Biochemie. J. 27, 303 (1933). 
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Tabeligf 











Versuchsbedingungen 


Normale Meerschweinchen iglich 





Tier, Nummer . 
Dauer des Versuchs in Tagen 


Ascorbinsiuregehalt der Nebennieren 
per g Substanz in mg 





Desgl. im Mittel . 





Ascorbinsiuregehalt der Leber per g 
Substanz in mg 








| | | | | | 
} 0,74 | 0,77 0,82 | 0,95 0,78 0,73 0,80 0sfe9 0,5: 


! 


0,80 


| | 
{0,22 0,26 0,25 | 0,80 | 0,25 | 0,27 | 0,26 0,280 0,1: 




















Desgl. im Mittel. . ; | | 0,26 
Tabellel, 
| Exs 
Versuchsbedingungen Normale Ratten der 
am 2 
betoter 
Tier, Nummer . 1 | 2 3 
| 
K6érpergewicht in g 215 | 160 135 
Gewicht der Nebennieren in g . 0,030 | 0,044 0,036 
Ascorbinsiuregehalt der Nebennieren — | saci , 
os 2,20 2,15 2,10 
per g Substanz in mg | 
Desgleichen im Mittel . | 2,15 
Versuche mit Thyroxin und Extraktum Thyreoideae. | opr 
TT 


Die Versuchsergebnisse sind in der obenstehenden ‘Tab. | 
enthalten. Die Versuche wurden zuerst mit Ratten begonnen; [fF 2 
Schilddriisenhormon hat bei ihnen den Ascorbinsiuregehalt der 
Leber und der Nebennieren nicht geindert. 


Bei Meerschweinchen dagegen nimmt auf Schild- au 
driisenhormon-Verabfolgung der Ascorbinsaéuregehalt 
besonders in den Nebennieren stark ab, in geringerem de 
Grade in der Leber. In den Nebennieren wirkte Extraktum ff su 
Thyreoideae stirker als Thyroxin; auf Extraktum Thyreoideae uu 


sank der Ascorbinsduregehalt vom normalen Mittelwert 0,80 mg ff .,\ 
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7 3m 2/3 /)4 15 /7 | 8 9 10/1 
. 2jej/ale/ej2f/elsis5]s 
| 2 i oe a 
80 O,sffe9 0,35 0,54 0,78 0,31 0,72 0,58 0,65 0,68 0,58 0,75 
j | | | 


| | | 





0,59 
526 (2880 0,14 0,23 0,18 0,15 0,09 0,12 0,20/0,26 0,22 0,26 
| | 





Tiiglich 1 cem Extr. ao — 
i . i xtr. Thyr. 

Thyreoid. » Richter | +05 cem 

subcutan verabreicht »Vogan“ 


\2/8/4/5 | 1 | 2 
21/2\)4/414 8 3 
| | 

| 


0,30 0,32 0,38 0,46|0,26 | 0,73 | 0,78 
| | 
0,34 0,76 


| | 
0,16 0,25 0,26 0,24 0,26] 0,25 | 0,27 














0,20 0,23 0,26 
abelleiml, 
Thyreoidektomierte Ratten 
Exstirpation | Exstirpation Exstirpation Exstirpation 
der Thyreoidea | der Thyreoidea der Thyreoidea | der Thyreoidea 
am 29. V. 1935. | am 8. VI. 1935. | am 2. TX. 1935. am 5. [X. 1935. 
betitet am 27. VI. | Getétet am 27. VI. | Getdtet am 16. 1X. Getdtet am 28. [X. 
1935 1935 1935 1935 
3 1 2 3 4 
35 213 192 179 191 
036 0,025 0,028 0,030 0,033 
10 6 3,84 | 3,15 3,20 2.52 


pro Gramm Nebennierensubstanz auf 0,34 mg (= —57,5°/,), auf 


I Thyroxin dagegen nur auf 0,59 mg (= —26,2°/,). In der Leber 
\: aber verminderte Thyroxin den Ascorbinsiuregehalt etwas stirker 
r als Extraktum Thyreoideae: auf Thyroxin nahm er im Mittel von 
0,26mg auf 0,20mg (= —23°/,), auf Extraktum Thyreoideae dagegen 
- £ auf 0,23 mg (=—11,5°/,) pro Gramm Lebersubstanz ab. 
t &§ DaB der Schwund von Ascorbinsiiure eine spezifische Folge 
n der Verabreichung des Schilddriisenhormons ist, wurde durch Ver- 
2 _ suche bestitigt, bei denen 2 Meerschweinchen das Schilddriisenhormon 
Q und gleichzeitig auch das antagonistisch wirkende Vitamin A als 
Z ,Vogan“ in einer tiglichen Menge von 0,5 ccm per os erhielten. 
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Unter dem Einflu8 des allem Anschein nach in die Oxydations- 
prozesse der Zelle eingreifenden A-Vitamins konnte mit dem Schild- 
driisenhormon der Ascorbinsiuregehalt der Nebennieren und der 
Leber nicht gesenkt werden. Auch nahmen die Tiere bei gleichzeitiger 
Verabreichung des Schilddriisenhormons und des Vitamins A nicht 
an Gewicht ab. 

In weiteren Versuchen soll untersucht werden, wie der Schwund 
an Ascorbinsiure zustande kommt, ob durch gesteigerten inneren 
Verbrauch oder durch vermehrte Ausscheidung. 

Schilddriisenhormon mobilisiert mit der in den Zellen zu- 
stande kommenden Steigerung der Verbrennungsprozesse die 
C©-Vitamindepots der Leber und besonders der Nebennieren; der 
Ascorbinsiiuregehalt dieser Organe sinkt beim Meerschweinchen, 
nicht bei der Ratte, vermutlich weil hier die synthetisierende 
Tatigkeit mit dem gesteigerten Verbrauch gleichen Schritt hilt. 
Aus diesen Beobachtungen ergibt sich von selbst der Gedanke, 
daB die Verminderung, besonders aber der ginzliche Mangel an 
Schilddriisenhormon die Ascorbinsiure in diesen Organen anreichern 
kénnte. Weil Ratten operativen Kingriffen gegeniiber weniger 
empfindlich und zur C-Vitaminsynthese fahig sind, wurde bei 
4 Tieren die Schilddriise vollstindig entfernt. 2—4 Wochen spiiter, 
als die Erscheinungen vollkommener Athyreosis deutlich waren, 
wurde in der Leber und den Nebennieren der Ascorbinsiuregehalt 
bestimmt. Ergebnisse vgl. Tab. IJ. Die Exstirpation der 
Thyreoidea geht mit einer erheblichen Vermehrung des 
C-Vitamins in den Nebennieren einher. Der normale 
Ascorbinsauregehalt (2,15 mg je g) stieg bei 2 Tieren beinahe aut 
das Doppelte (3,75 und 3,84 mg je g). Im Mittel betrug bei 
diesen 4 Versuchstieren die Erhéhung 54,9°/,. Der niedrige 
C-Vitamingehalt des Versuchstiers Nr. 4 wird wohl darauf beruhen, 
daB dessen Operationswunde nicht per primam heilte und, wie uns 
friihere Beobachtungen ergeben haben, Kiterungen den C-Vitamin- 
gehalt der Nebennieren erheblich senken. Der C-Vitamingehalt 
der Leber blieb im Gegensatz zur Nebenniere nach Exstirpation 
der Schilddriise unveriindert. 

Die C-vitaminfrei ernihrten Ratten miissen nach Exstirpation 
der Schilddriise ihren C-Vitamingehalt synthetisch vermehrt haben 
und zwar ist offenbar nur die Nebenniere, nicht aber die Leber 
zur Synthese fahig. 

Erleidet durch den Mangel an Schilddriisenhormon, daher 
durch Verminderung der Verbrennungsprozesse, die C-Vitamin- 
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Mobilisierung in den Nebennieren eine Stérung und kommt so 
die Anreicherung zustande? Oder handelt es sich um einen kom- 
pensatorischen Vorgang, indem der notwendige Umsatz anstatt 
durch das Schilddriisenhormon, mit Hilfe der Oxydo-Reduktions- 
prozesse und dabei besonders durch das C-Vitamin aufrecht er- 
halten wird, das in erhéhtem MaBe synthetisiert und gespeichert 
wird? Die Berechtigung zu dieser letzteren Auffassung scheint 
auch durch andere Versuchsergebnisse gegeben zu sein. So konnten 
Mosonyi und Rig6é'), Calcinai und Galigani’) an Meer- 
schweinchen, ferner Strieck*) an Menschen und Hunden durch 
Ascorbinsiureverabreichung unter normalen Verhiltnissen den 
Sauerstoffverbrauch steigern, bei Meerschweinchen maximal um 
28°/, (Mosonyi-Rig6), bei Hunden maximal um 42°/,, bei Menschen 
maximal um 387°/,, Allerdings muB diese Frage noch in weiteren 
Versuchen eingehender untersucht werden. 

Erst nach Niederschrift meiner Arbeit kam mir die Mit- 
teilung von Demole und I ppen‘) iiber die Wirkung des Thyroxins 
anf den O©-Vitamingehalt der Leber und der Nebennieren von 
Meerschweinchen zur Kenntnis. Diese Autoren erzielten durch 
Thyroxinverabreichung ebenfalls eine Verminderung des Ascorbin- 
siuregehalts dieser Organe. 


Zusammenfassung. 


Bei Meerschweinchen sinkt auf Verabfolgung von Schild- 
driisenhormon der Ascorbinsiuregehalt der Leber und insbesondere 
der der Nebennieren. Bei Ratten fehlt diese Senkung. Bei Meer- 
schweinchen konnte sie durch gleichzeitige Verabreichung von 
Schilddriisenhormon und Vitamin A verhindert werden. 

Bei Ratten reicherte sich nach Exstirpation der Schilddriise 
der Ascorbinsauregehalt an, allem Anschein nach durch gesteigerte 
Synthese in den Nebennieren. 


1) Diese Z. 222, 100 (1932). 2) Ber. Physiol. §9, 597 (1935). 
3) Biochem. Z. 277, 279 (1935). 4) Diese Z. 235, 226 (1935). 
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Das Vorkommen von Lignoceryl-sphingosin 
in der Rinderlunge. 
Von 


Caspar Tropp. 


(Aus der Medizinischen Klinik Wiirzburg und der Medizinischen Klinik Freiburg i. Br.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Oktober 1935.) 


Das Auffinden des Lignoceryl-sphingosins in der Leber von 
Thannhauser und Mitarbeitern') und in der Milz von Tropp 
und Wiedersheim?) gewinnt fiir die Pathogenese des Morbus 
Gaucher um so mehr an Bedeutung, als es bereits Waltz’) gelang, 
aus normaler Rindermilz nur Kerasin und kein anderes Cere- 
brosid in einer Menge von 0,03°/, (berechnet auf Trockenmaterial) 
zu isolieren. Diese Menge ist etwa '/, so groB wie der Lignoceryl- 
sphingosin-Gehalt der normalen Rindermilz. 

Bei einer neuerlichen Aufarbeitung von 120 kg Rindermilz 
konnte ich keine Spur weiterer Substanzen vom Typus des Ligno- 
ceryl-sphingosins auffinden, so daf mit allergréBter Wahrschein- 
lichkeit deren Vorkommen in nennenswerter Menge in der Milz 
als sehr unwahrscheinlich gelten kann. Ich halte es fiir sicher, 
daB das Lignoceryl-sphingosin primar in der Milz vorkommt und 
nicht erst durch den AufarbeitungsprozeB aus gréBeren Molekiil- 
verbiinden, z. B. dem Lignoceryl-sphingomyelin, entsteht. Dafiir 
spricht sowohl die schonende Aufarbeitung bei méglichst niederen 
Temperaturen und in vollig wasserfreien Liésungsmitteln als 
auch die fiir bestimmte Jahreszeiten weitgehend konstante Aus- 
beute, die vor allem bei sekundiirer Entstehung unregelmiBigen 
Schwankungen unterworfen sein wiirde. 

Bei der Untersuchung weiterer Organe vom Rind gelang es 
mir, aus 8kg Lunge 1g fast phosphorfreies Lignoceryl-sphingosin 
aus dem charakteristischen Atherprotagon zusammen mit einem 
Phosphatid der Sphingomyelinreihe zu isolieren. Die Ausbeute 
betrug somit fiir die Lunge ebenfalls 0,06°/, des Organtrocken- 
gewichts. 

Sammartino‘) fiihrte bereits eine totale Analyse der Lunge 
durch und fand neben Glycerinphosphatid und Cholesterin eine 
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'daB der Nachweis des Lignoceryl-sphingosins bisher gelungen 


land 


werden, die der Autor jedoch auf Grund der positiven Orcin- 
reaktion fiir eine Mischung von Cerebrosiden und, auf Grund des 


/Nachweises von P und §, von Phosphorsulfatiden hilt. 


Die Aufarbeitung der Lunge erfolgte in der fiir die Milz (a. a. O.) 
angegebenen Weise, so daB auf eine Wiedergabe der Methode 
verzichtet werden kann. Die Schwierigkeit der Reinigung besteht 
in der vélligen Abtrennung phosphor- und zuckerhaltiger Bei- 
mengungen. Fiir den EndreinigungsprozeB geniigt in der Regel 
ein 5—6maliges Umkrystallisieren aus Methylalkohol mit 10°/, 
Chloroform unter Zugabe sehr geringer Mengen Tierkohle. Der 
Schmelzpunkt des véllig analysenreinen Priparates betrug 94 bis 
94,5° und zeigte im Mischschmelzpunkt mit dem reinsten Milz- 
Lignoceryl-sphingosin- Priparat keine Schmelzpunktsdepression. 
Auf eine Spaltung wurde wegen Materialmangels verzichtet. 

3,058 mg Subst.: 9,67 mg CO,, 3,46 mg H,O. — 6,360 mg Subst.: 
0,127 cem N, (21°, 747 mm). 

C,,H,,;NO, (649,66) Ber. C 77,62 H 12,88 N 2,16 
Gef. ,, 77,32 , 1266  ,, 2,28. 


Durch den Nachweis des Lignoceryl-sphingosins in der Lunge 
ist der Beweis fiir das Vorkommen dieser Substanz in einem 
Organ erbracht, das beim Morbus Gaucher nach Untersuchungen 
von Merklen, Waitz und Worter®) durch Kerasinspeicherung 
ebenfalls erkranken kann. 


Von mir wurden weiterhin an Rinderorganen untersucht: 


Herz (6500 g), Nieren (9500g) Lymphdrisen (7000g), Stier- 


hoden (4500g), weiBes (7200g) undrotes Knochenmark (2100g). 
Aus keinem dieser Organe konnte nach der erschépfenden Ather- 
extraktion ein typisches, stark phosphorhaltiges Protagonsediment 
erhalten werden, aus dem sich Lignoceryl-sphingosin hitte isolieren 
lassen. Zumeist waren es cholesterin- und fettreiche Nieder- 
schlige ohne erhebliche Phosphatidbeimengungen, die sich schnell 


reinigen lieBen. 


Die groBen Fettmengen des weiBen Knochenmarkes wurden 
in vielen Atherfraktionierungen herausgelést, wobei jede Fraktion 
auf Phosphatidphosphor als dem stindigen Begleiter des Lignoceryl- 


'sphingosins gepriift wurde. Die zuriickbleibende geringe Gewebe- 


menge wurde auf das energischste mit Ather extrahiert, ohne 
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wire. Ebenso blieb die Untersuchung des roten Knochenmarkes, 
das mir nur in geringerer Menge zur Verfiigung stand, erfolglos, 

Die fir den Nachweis des Lignoceryl-sphingosins verwendeten 
Gewichtsmengen der einzelnen Organe hiitten nach den Erfahrungen, 
die bei der Verarbeitung der Leber, der Lunge und der Milz 
gesammelt worden sind, zum sicheren Nachweis der sehr gut und 
leicht aus Methylalkohol—Chloroform in gro8en, warzigen, allein- 
stehenden Drusen krystallisierenden Substanz ausreichen miissen, 
wenn diese in den untersuchten Organen in etwa gleicher Menge 
vorhanden wire. 


Schrifttum. 
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Uber die Co-Zymase. 
Von 


li, v. Euler, H. Albers und F, Schlenk. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1935.) 


Wir teilten vor kurzem mit'), daB es uns mit einer neuartigen Reini- 
vungsmethode gelungen war, Co-Zymasepriiparate eines bisher nicht er- 
reichbaren Reinheitsgrades herzustellen. Durch systematische Versuche ist 
es uns nunmehr gelungen, die bedeutenden Ausbeuteverluste in den ein- 
zelnen Stufen der an sich bekannten Vorreinigung’) soweit herabzudriicken, 
daB 25°/, der insgesamt in der Hefe vorhandenen Co-Zymase als Priiparat 
mit einem Wirkungswert ACo = 400000 abgeschieden werden kénnen, und 
damit eine erfolgversprechende analytische Untersuchung méglich zu machen. 

Die siimtlichen dargestellten Priparate zeigten, bezogen auf die 
vleiche Apo-Zymase, denselben Wirkungswert. Eine Steigerung kann 
weder durch einen wiederholten Reinigungsgang noch durch Alkohol- 
fraktionierung*) erreicht werden. — Uber die Zusammensetzung gibt die 


Tab. 1 Auskunft. 
Tabelle 1. 








—%e | we {| %N | %P 

Priip. 142 36,68 4,77 13,9 1,55 

, 176 36,68 4,81 13,6 8.05 

217 36,46 4,18 14,1 8,10 

282 36,77 4,38 13,95 7,85 

, 204 13,99 8,14 
Ber. fiir ; " 

' 36,75 4,49 14,26 7,90 

C,4H;50,,N,Po . ’ 














Bei allen Priiparaten herrscht innerhalb der Analysenfehler, die durch 
die hygroskopische Eigenschaft der getrockneten Substanzen beeinfluBt 
werden, eine sehr gute Ubereinstimmung. Auf Grund der angefiihrten 
Tatsachen glauben wir zu dem Schlu8 berechtigt zu sein, daB etwa vor- 
handene Verunreinigungen [z. B. der Aktivator der Robisonester-Dehydrie- 
rung‘)] nur noch in so geringer Menge vorliegen, daB sie die analytische 
Zusammensetzung nicht mehr beeinflussen, und da8 wir in der Tat die 
einheitliche Co-Zymase in Hinden haben. Es ist nicht wahr- 
scheinlich, daB es sich um ein Gemisch Isomerer handelt, denn auch aus 
verschieden vorbehandeltem Ausgangsmaterial verschiedenen Reinheits- 
grades wurden die gleichen Priiparate erhalten. 

Als Grundlage der Kennzeichnung des Wirkungswertes von Co-Zymase- 
priiparaten haben wir diesen an einer Normal-Apo-Zymase ausgetesteten 
reinsten Priparaten stets den ACo-Wert 400000 zugeschrieben, und die mit 
anderen Apo-Zymasen gewonnenen ACo-Werte (die beispielsweise zwischen 
ACo = 200000 und 600000 liegen) unter Beriicksichtigung dieses Wertes 
entsprechend umgerechnet. 

Die Co-Zymasepriparate wurden der Siiurehydrolyse unterworfen. Dabei 
ist Adenin in einer Menge isoliert worden, die auf einen Anteil von 19,5°/, 
Adenin im Co-Zymasemolekiil schlieBen lift. Fat man die Co-Zymase als 
ein Dinucleotid auf, so wiren von den insgesamt 8 Atomen fiinf im Adenin 
gebunden. Zwei weitere gehéren einer basischen Komponente an, die nach 
der Hydrolyse als Nicotinsiureamid isolierbar ist. 47°/, der fiir ein 
Dinucleotid C,,H,,0,,N,P, berechneten Menge Nicotinsiiureamid lieB sich 
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bisher als Pikrolonat isolieren. Das aus dem Pikrolonat gewonnene Hydro. 


chlorid schmilzt bei 227°, die freie Base bei 125—126% AnlaBlich der Hydro. [i = 


lyse des Atmungs-Co-Fermentes haben Warburg und Christian Nicotin. 
siiureamid isoliert; die Schmelzpunkte stimmen mit den von uns angegebeney 


eae Tabelle 2. 
Analyse des Pikrolonats. 





ec; 

















Gef Ber. fiir CgH,,O—Ne Analysenwert yon 

‘ + /,C,H,OH | Warburg u. Christian‘ 
Kohlenstoff . . 49,55 49,9 49,62; 49,28 
Wasserstoff . . 4,13 4,18 4,42; 4,24 
Stickstoff ... 20,44 20,5 20,81; 20,39 


Bei der Hydrolyse entsteht ferner Ammoniak; ob es dem 8. Stickstoff. 
atom oder einer Hydrolyse des Nicotinsiiureamids zuzuschreiben ist, lief 
sich noch nicht entscheiden. CO, wird wihrend der Hydrolyse nicht ab- 
gespalten, wohl aber laBt sich ein Kérper abdestillieren, der ammoniakalische 
Silberlésung reduziert, positive Jodoformreaktion gibt und mit 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin oder mit Phenylhydrazin fiallbar ist. — Der Riickstand 
der Hydrolyse kann als Bariumsalz krystallisiert erhalten werden, nach der 
Zusammensetzung handelt es sich jedoch nicht um einen einheitlichen K6rper. 
Der Riickstand enthilt nach der Kilianischen Reaktion keine Desoxyzucker, 
er gibt eine positive Phloroglucinreaktion auf Pentosen. — Die Co-Zymase 
ist der Titration nach eine 1 basische Siiure (bezogen auf 1 Mol. Phosphorsiiure), 

Die Reaktion nach Klimek u. Parnas auf korrespondierende Hydroxy)- 
gruppen®) ist bei der Co-Zymase stark positiv, ob eine Stérung durch das 
Nicotinsdiureamid vorliegen kann, mu! die weitere Untersuchung lehren. 

Fiir die Auffassung der Co-Zymase als Dinucleotid mit Molekular- 
gewicht 785 sprechen auch die bei dem derzeit’) isolierten Pikrat ge- 
wonnenen Daten: fiir eine Verbindung Co-Zymasedinucleotid—Pikrinsiure 
wiirde sich eine Aktivitit von ACo 310000 und ein Stickstoffgehalt von 
15,17°/, berechnen. Gefunden wurde fiir das (ungereinigte) Pikrat ACo 309000 
und 341000 und ein Stickstoffgehalt von 14,47°/). 

Die Isolierung des Nicotinsiiureamids aus Co-Zymase legt der Ver- 
gleich mit dem Warburgschen Co-Ferment nahe. Leider lassen die bisher 
iiber das Warburgsche Co-Ferment gemachten Angaben noch keinen 
Schlu8 auf dessen analytische Zusammensetzung zu; soweit solche vorliegen, 
beweisen sie die Verschiedenheit yon der Co-Zymase. 

Nach Theorell ist das Warburgsche Co-Ferment ein 4 basischer 
Diphosphorsiureester, wihrend die Co-Zymase ein 2 basischer Phosphor- 
siureester ist. Ferner 1é8t sich der von Warburg und Christian ge- 
fundene Gehalt an Nicotinsiureamid mengenmaéBig nicht mit unserer 
Summenformel vereinbaren. 

Literatur. 
1. Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 234, I (1935). 
2. Euler u. Myrbick, Diese Z. 169, 102 (1927); 190, 93 (1930); 198, 219 
(1931); 199, 189 (1931); Myrbick, Euler u. Hellstrém, ebenda 212, 
7 (1932); vgl. auch Myrbick u. Ortenblad, ebenda 233, 87 (1935): 
233, 148 (1935). 
Euler, Albers, Schlenk u. Giinther, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 
12 B, Nr. 4 (1935). 
Euler u. Adler, Diese Z. 235, 164 (1935). 
Warburg u. Christian, Biochem. Z. 274, 116 (1934). 
Klimek u. Parnas, Biochem. Z. 252, 392 (1932). 
T. Theorell, Biochem. Z. 275, 11 (1934). 
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Fig. 1. Darminhalt einer mit Schafwolle getitterten Z/neolalarve. 
a) Peritrophische Membran aus dem vordersten Mitteldarmlumen. Der Inhalt besteht aus strukturell noch 
unveriinderten Schafwollstticken, 
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Fig. 3. Schafwolle aus den Keratinspaltungsversuchen 7 vitro. 
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a) Schatwolle aus den Kontrollansiitzen mit hitzeinaktiviertem Ferment. 
PF} Schafwolle aus den Bestimmungsansiitzen mit aktivem Ferment. Die Rindensubstanz ist zum Teil herausgelost. 
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212, 
35); 
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oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiologische Chemie. Band CCXXXVUI. Tafel VI. 
Zu ,K. Linderstrem-Lang und I’. Duspiva, 

Beitriige zur enzymatischen [Histochemie. | 
XVI. Die Verdauung von Keratin durch die Larven der Kleidermotte f 
(Tineola biselliella Humm.)‘*. (Seite 151.) 
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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, moglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtriigliche Anderwngen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdize ermdglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kénnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 
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Diese Z. == Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

Amer. J. Physiol. - == American Journal of Physiology. 

Arch. f. exper. Path. == ee ne Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

Ber. chem. Ges. «= Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
selischaft. 

Ber. Physiol. == Berichte iiber die gesamte Physiologie und 

. Experimentelle Pharmakologie. 

Biochem. Z. == Biochemische Zeitschrift. 

Biochemie. J. == Biochemical Journal. 

Bull. Soc. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

Bull, Soc. chim. == Bulletin de la Société chimique de France. 

Chem. Z. == Chemisches Zentralblatt. 

C. r. Acad. Sci. == Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 

Helvet. chim. Acta =: Helvetica Chimica Acta. 

J. Amer. Chem. Soc. == Journal American Chemical Society. 

J. of Biochem. == Journal of Biochemistry. 

J. of Biol. Chem. == Journal of Biological Chemistry. 

J. of Physiol. == Journal of Physiology. 

J. prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstat. == Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

Liebigs Ann. = Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

Mh. Chem. == Monatshefte fiir Chemie. 

Naturw. == Die Naturwissenschaften. 

Pfliigers Arch. e= Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

Skand. Arch. Physiol. =: Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

Z. Biol. == Zeitschrift fiir Biologie. 

Z. physik. Chem. = Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 


Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 
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Mit 33 Figuren im Text und 1 Klapptafel. Oktav. 
IX, 261 Seiten. Geb. RM.., 8.80 


Kister-Thiel, Logarithmische Rechentafeln 


| fiir Chemiker, Pharmazeuten, Mediziner und Physiker. 
| Fir den Gebrauch im Unterrichtslaboratorium und in-der 
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dem gegenwartigen Stande der Forschung bearbeitet. 
41.—45, verbesserte und vermehrte Auflage. Mit 1 Tafel. 
212 Seiten. Geb. RM. 6.80 
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